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Riassunto 
 
Nella retina immatura e ancora insensibile alla luce, le cellule ganglionari sono coinvolte in 
un’attività ritmica spontanea di tipo eccitatorio che interessa tutta la retina, attraversandola 
sotto forma di onde che sincronizzano l’attività elettrica di cellule limitrofe. 
Questa attività spontanea è stata osservata per la prima volta in registrazioni in vivo in 
embrioni di ratto. Successive registrazioni su retine isolate condotte su grandi popolazioni 
cellulari hanno dimostrato l’esistenza di onde di attività eccitatoria anche nella retina di 
altri animali. 
Il nostro primo intento è stato quello di caratterizzare l’attività spontanea delle cellule 
ganglionari retiniche nello sviluppo post-natale del ratto in modo da definirne il 
comportamento in una specie animale nella quale la presenza di attivita’ spontanea era 
stata già registrata in vivo, ma non approfondita nelle sue caratteristiche spazio-temporali.  
La nostra analisi si è focalizzata nelle prime due settimane di vita del ratto, periodo 
compreso tra la nascita e l’apertura delle palpebre. Il saggio di parametri come frequenza, 
velocità e area delle onde, condotto per ogni giorno di età, permette di seguire 
accuratamente i cambiamenti che interessano l’attività spontanea della retina, ed 
evidenzia interessanti variazioni nei primi 9-10 giorni di vita del ratto. 
Questo periodo della vita post-natale del ratto assume un’importanza fondamentale anche 
nello sviluppo delle connessioni della retina ai centri visivi, in particolar modo al nucleo 
genicolato laterale dorsale (dLGN). Alla nascita, il dLGN è innervato da proiezioni 
provenienti dall’occhio controlaterale e da quello ipsilaterale, completamente sovrapposte. 
Con il procedere dello sviluppo dell’animale, si assiste ad un fenomeno di segregazione in 
seguito al quale la componente proveniente dall’occhio ipsilaterale tende a restringere la 
sua zona di innervazione rimanendo confinata all’interno di una piccola porzione lasciata 
libera dalla componente controlaterale. La segregazione si conclude intorno a P9-P10.  
Diversi approcci al problema hanno tentato di definire cosa regolasse la segregazione, 
imputandola a fattori fisiologici, come l’attività spontanea retinica, o a fattori molecolari, 
come fattori neurotrofici o le efrine. 
Il nostro secondo intento è stato quello di bloccare le onde di attività spontanea nella 
retina in questo periodo dello sviluppo al fine di verificare eventuali alterazioni nel 
processo di segregazione del dLGN.  
La tossina botulinica E (BoNT/E) iniettata intraocularmente a P3 è in grado di bloccare le 
onde di attività spontanea fino a P9, lasciando la retina vitale e non danneggiandola a 
livello istologico. 
Le retine così iniettate recuperano completamente la loro attività a partire da P10. A P9 si 
registra invece un dualismo tra retine che presentano già onde di attività spontanea e 
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retine ancora silenti. Questo dualismo si riflette sull’evolversi della segregazione. Gli 
animali con retine silenti presentano dLGNs con le componenti ipsilaterale e 
controlaterale, ancora sovrapposte, con una conformazione simile a quella antecedente al 
normale processo di segregazione. Le retine con onde di attività spontanea, al contrario, 
innervano dLGNs in cui la segregazione è completata o quasi. Tale risultato conferma un 
ruolo delle onde di attività spontanea nella segregazione del dLGN. 
La variabilità della segregazione riscontrata nei dLGNs ci ha indotto ad ipotizzare che la 
stessa potesse dipendere dai parametri delle onde di attività spontanea. Questa analisi ha 
mostrato come sussista una correlazione tra la frequenza delle onde retiniche di attività 
spontanea e le singole porzioni in cui è suddiviso il dLGN, controlaterale, ipsilaterale e 
sovrapposizione delle due. 
Un maggiore grado di dipendenza risulta dalla correlazione tra la porzione del dLGN e la 
frequenza della retina dalla quale hanno origine le proiezioni retinogenicolate che la 
determinano. 
I risultati così ottenuti dimostrano come le onde retiniche di attività spontanea assumano 
un’importanza rilevante nello sviluppo delle prime fasi di vita post-natale del ratto. La 
modulazione dei loro parametri, in questo caso la frequenza, è in grado di regolare la 
segregazione delle proiezioni retiniche nel dLGN. 
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Abstract 
 
In the immature retina, still insensitive to light, ganglion cells display spontaneous 
excitatory rhythmic activity which spreads across the retina in the form of waves that 
synchronize the activity of neighbouring cells.  
Retinal spontaneous activity was observed for the first time in in vivo recordings in 
embryonic rats. Subsequent recordings on large cell populations of isolated immature 
retinas have demonstrated the presence of spontaneous waves in many animal species, 
including ferret, rabbit, mouse, turtle and chick. 
Our first aim has been to characterize the spontaneous activity of retinal ganglion cells in 
the postnatal development of rats, in order to define the spatio-temporal properties of 
waves in the only animal species where spontaneous activity has been registered in vivo.  
Our analysis was focused on the first two weeks of life, the period between birth and 
opening of the eyelids. Recording retinas at each day of age and measuring parameters 
such as wave frequency, speed and area we have been able to follow the changes that 
affect spontaneous activity during this time.  
This period of post-natal life is important in the development of the retinal connections to 
visual centres, especially to the dorsal lateral geniculate nucleus (dLGN). At birth, the 
dLGN is innervated by both the contralateral and the ipsilateral eye, and the projections 
from the two eyes are intermingled. Within the first 10 days of age (P10), eye projections 
segregate and terminate in eye-specific regions of the dLGN. In particular, the ipsilateral 
eye restricts its area of innervation to a small region from which the contralateral eye 
retracts its projections.  Eye-specific segregation in the dLGN is complete around P9-P10 
in rats.  
Various experimental approaches have shown that segregation is controlled by 
physiological factors, and particularly by spontaneous retinal activity, and by molecular 
factors, such as neurotrophic factors or ephrin.  Blocking retinal activity prevents eye-
specific segregation, but the  role activity plays remains controversial. 
Our second aim has been to block spontaneous waves of activity in the retina in order to 
verify possible alterations in the dLGN segregation. 
We found that intraocular injection of botulinum toxin E (BoNT/E) at P3 block spontaneous 
waves activity until P9, without affecting retinal viability or histology. At P10, retinal waves 
completely recover, while at P9 70% of the retinas have already recovered spontaneous 
waves activity, while the remaining 30% still lack waves. This duality is reflected on dLGN 
segregation. Animals with “silent” retinas have no segregation in the dLGNs. In contrast, 
animals that have recovered spontaneous waves activity, show eye-specific segregation 
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in the dLGN. Thus, the presence of retinal waves is necessary and sufficient for eye-
specific segregation to occur 
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“Ieri è storia,  
domani è mistero,  
ma oggi è un dono  
e per questo si chiama presente.”  
(dal film d’animazione Kung Fu Panda) 
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Attività elettrica spontanea 
 
I circuiti neuronali si sviluppano secondo due fasi ben distinte. Nella prima fase, 
indipendente dall’attività dei neuroni stessi, le cellule nervose sviluppano fenotipi distinti, 
migrando verso posizioni predefinite e stabilendo connessioni con numerosi target. In 
seguito, nella fase attività-dipendente, l'attività neuronale guida il raffinamento delle 
connessioni iniziali, perfezionando la circuiteria (Katz and Shatz, 1996).  
La presenza di meccanismi attività-dipendente è stata dimostrata in molti distretti cerebrali 
durante le prime fasi di vita postnatale quando i circuiti, ancora immaturi, sono raffinati e 
perfezionati grazie alle prime esperienze sensoriali. Durante queste fasi, manipolazioni 
sperimentali che turbino la normale attività neuronale, causano notevoli cambiamenti nei 
circuiti neuronali. 
 
Gli ioni calcio giocano un ruolo importante nella fase attività-dipendente, contribuendo allo 
sviluppo neuronale. Durante i primi stadi dello sviluppo delle connessioni neuronali, in 
alcune distretti nervosi si assiste ad un cospicuo aumento della concentrazione 
intracellulare del calcio dovuta ad ingresso dello stesso attraverso le membrane cellulari o 
ad un suo rilascio dai compartimenti citoplasmatici. La composizione cellulare della 
circuiteria elettrica può portare alla genesi di onde di attività spontanea nel caso in cui 
cellule interessate da questa attività spontanea del calcio riescano a stimolare le cellule 
limitrofe, permettendo la propagazione dell’attività.  
 
 
Figura 1. Periodi dello sviluppo delle caratteristiche del sistema visivo nel topo e processi 
implicati (Huberman et al., 2008). 
 
Questi aumenti spontanei della quantità di calcio intracellulare si verificano in diversi 
distretti del sistema nervoso centrale e le caratteristiche spazio-temporali che manifestano 
sono dovute a meccanismi diversi e hanno effetti specifici (Spitzer, 1995). 
Circuiti neuronali molto diversi tra loro, come la retina, il midollo spinale e l’ippocampo, 
sono in grado di generare potenziali d’azione spontanei durante lo sviluppo. Nonostante 
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l’attività spontanea nei tre distretti possieda caratteristiche fini piuttosto variabili, a livello 
macroscopico è costituita da scariche ritmiche di potenziali d’azione, correlate in decine o 
centinaia di cellule, che si verificano con una periodicità nell’ordine del minuto (Feller, 
1999; Blankenship and Feller, 2010). 
 
Attività elettrica spontanea nel sistema nervoso 
 
Neuroni della regione CA1 dell'ippocampo in via di sviluppo possono generare scariche 
spontanee di potenziali d'azione (Garaschuk et al., 1998). Questi eventi periodici sono 
causati da un aumento sincrono del calcio intracellulare nelle cellule piramidali e negli 
interneuroni in tutta la regione; la periodicità con cui si verificano è nell’ordine dei 60 
secondi. Simili eventi periodici depolarizzanti sono stati osservati anche nella regione CA3 
dell'ippocampo durante lo sviluppo (Leinekugel et al., 1997). 
 
L’attività spontanea è stata inoltre osservata nei motoneuroni del midollo spinale del pollo 
(O’Donovan and Chub, 1997; Milner and Landmesser, 1999). Questa attività ritmica si 
manifesta quando gli assoni dei motoneuroni arrivano ad innervare i muscoli scheletrici 
(E4-E11). L'attività si presenta sotto la forma di eventi periodici, composti da scariche 
multiple di potenziali di azione. Esperimenti di imaging del calcio rivelano che tali eventi 
hanno inizio nella regione ventro-laterale del midollo e si propagano in direzione dorso-
mediale, coinvolgendo da decine a centinaia di neuroni.  
L'attività ritmica registrata in questi motoneuroni è guidata da input sinaptici eccitatori, 
provenienti da interneuroni locali. Antagonisti delle gap junctions sono in grado di bloccare 
reversibilmente l'attività ritmica, implicando che l'accoppiamento giunzionale tra 
interneuroni e neuroni motori svolge un ruolo nella regolazione di tale attività. 
Inizialmente, il neurotrasmettitore eccitatorio principale che guida l'attività è l’acetilcolina 
(Milner and Landmesser, 1999), sostituita dal glutammato in età successive (Cavedani 
and O'Donovan, 1998).  
 
La retina immatura è il primo distretto nervoso in cui è stata descritta la presenza di 
attività spontanea ritmica (Galli and Maffei, 1988). Questa ha caratteristiche molto simili a 
quelle descritte in precedenza per altri distretti nervosi. 
Nelle cellule ganglionari si manifestano scariche periodiche e spontanee di potenziali 
d'azione che si propagano da una cellula all'altra assumendo la forma di onde (Wong, 
1999). Questa attività è un fenomeno estremamente conservato, osservato in moltissime 
specie di vertebrati, tra cui il pollo, la tartaruga, il topo, il coniglio, il ratto, il furetto e il 
gatto. In tutte le specie, periodicità e velocità delle onde sono paragonabili (Feller, 1999).  
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Come nel midollo spinale del pollo, nei primi giorni di vita post-natale del furetto, 
l’acetilcolina media la depolarizzazione delle cellule ganglionari durante le onde e la sua 
inibizione impedisce tale attività; in età successive, invece, le onde sono insensibili agli 
antagonisti colinergici, ma sono bloccate da inibitori dei recettori del glutammato (Wong, 
1999). 
 
Insieme, questi risultati dimostrano un’elevata conservazione delle caratteristiche 
dell’attività ritmica spontanea in distretti neuronali differenti e in specie distanti tra loro 
nella scala evolutiva.   
 
Attività elettrica spontanea nella retina: le onde ritmiche 
 
Le onde di attività spontanea si manifestano nella retina immatura e ancora insensibile 
alla luce; le cellule ganglionari sono coinvolte in questa attività ritmica spontanea di tipo 
eccitatorio che attraversa tutta la retina sotto forma di onde che sincronizzano l’attività 
elettrica di cellule limitrofe.  
Nel topo, le onde di attività spontanea si manifestano nella retina ancor prima della 
nascita e perdurano fino all’apertura delle palpebre, età in cui la circuiteria elettrica della 
retina comincia a ricevere input dalla stimolazione luminosa dei fotorecettori. 
 
 
Figura 2. Progressione spaziale di quattro bursts di spikes consecutivi in una retina P5. 
Registrazione tramite multi-elettrodo costituito da 61 elettrodi distanziati di 70 μm (Wong et al., 
1993). 
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Questa attività spontanea è stata osservata per la prima volta in registrazioni in vivo da 
embrioni di ratto (Galli and Maffei, 1988).  
Registrazioni su retine isolate condotte su grandi popolazioni cellulari hanno dimostrato 
l’esistenza di onde di attività eccitatoria nelle retine di altri animali (Meister et al., 1991; 
Feller et al., 1996; Sernagor and Mehta, 2001). La registrazione dei potenziali d’azione 
mediante multi-elettrodi disposti sulla retina mostra la presenza di insiemi di spikes che si 
verificano ritmicamente e interessano più cellule ganglionari limitrofe (Wong et al., 1993). 
Risultati simili sono stati ottenuti dalla registrazione della concentrazione di calcio 
intracellulare mediante appositi indicatori fluorescenti calcio-sensibili. 
La propagazione delle onde ritmiche di attività spontanea è a carico delle cellule 
ganglionari retiniche che, appositamente stimolate da neurotrasmettitori secreti da altri tipi 
cellulari della retina, sono in grado di generare scariche di potenziali d’azione a cui si 
associano in modo univoco aumenti di calcio intracellulare.  
Esperimenti di imaging del calcio nelle retine neonatali di furetto e coniglio hanno 
dimostrato che, in aggiunta alle cellule ganglionari, un sottoinsieme di cellule amacrine è 
implicato nella generazione e propagazione delle onde spontanee. La rete che si forma 
tra queste cellule e quelle ganglionari è direttamente responsabile dell’attività spontanea 
della retina poiché, interferendo su questa trasmissione sinaptica, si ha la perdita delle 
onde di depolarizzazione (Wong et al., 1995). 
 
La presenza delle onde retiniche di attività spontanea in alti e bassi vertebrati suggerisce 
che esse siano un processo comune e fondamentale implicato nello sviluppo precoce 
della retina ed in generale della circuiteria visiva. 
 
 
Figura 3. Onda di attività spontanea registrata in retina di furetto P2 tramite l’utilizzo 
dell’indicatore calcio fluorescente fura-2AM (Feller et al., 1996). 
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Formazione, sviluppo e morfologia della retina 
 
La retina dei vertebrati è un complesso tessuto sensoriale la cui funzionalità è correlata 
alla formazione dell’architettura laminare delle cellule che la compongono (Levine and 
Green, 2004).  
Nei primi stadi di sviluppo, le divisioni cellulari a partire dagli strati germinativi, la 
migrazione e la morte differenziale delle cellule danno origine alla struttura laminare della 
retina nervosa.  
La retina si sviluppa in una struttura stratificata contenente differenti tipi cellulari neuronali. 
Questi includono fotorecettori sensibili al colore e alla luce (coni e bastoncelli), i corpi 
cellulari delle cellule ganglionari e gli interneuroni bipolari che trasmettono gli stimoli 
elettrici dai coni e dai bastoncelli alle stesse cellule ganglionari. Nella retina sono presenti 
anche numerose cellule della glia di Müller che, altamente ramificate alle estremità, 
forniscono l’impalcatura strutturale della retina, e cellule neuronali amacrine e orizzontali 
che trasmettono gli impulsi elettrici lungo il piano della retina (Turner and Cepko, 1987).  
Le sezioni trasversali della retina mostrano l’alternanza di strati nucleari, costituiti dai corpi 
cellulari dei neuroni, e strati plessiformi, costituiti dai processi cellulari che garantiscono le 
connessioni sinaptiche.  
 
 
Figura 4. Rappresentazione di una retina di Vertebrati. Nello strato nucleare esterno (Outer 
Nuclear Layer, ONL) si distinguono i coni e i bastoncelli; nello strato nucleare interno (Inner 
Nuclear Layer, INL) si individuano gli interneuroni bipolari, le cellule orizzontali, le cellule 
amacrine e le cellule della glia di Müller; lo strato cellulare ganglionare (Ganglion Cell Layer, 
GCL) presenta i neuroni ganglionari (Hatakeyama and Kageyama, 2004). 
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Lo strato nucleare esterno (Outer Nuclear Layer, ONL), subito a ridosso dell’epitelio 
pigmentato, è costituito dai fotorecettori, divisi in coni e bastoncelli. Spostandosi in 
direzione della lente, oltrepassato lo strato plessiforme esterno, troviamo lo strato 
nucleare interno (Inner Nuclear Layer, INL) costituito dai corpi cellulari degli interneuroni 
bipolari, dalle cellule amacrine e orizzontali, e dai corpi cellulari della glia di Müller. 
Proseguendo in direzione centripeta, troviamo lo strato plessiforme interno e, nelle 
vicinanze della lente, lo strato delle cellule ganglionari (Ganglion Cell Layer, GCL) i cui 
assoni confluiscono nel nervo ottico.  
Tutti i tipi cellulari neuronali originano da comuni precursori, i progenitori cellulari retinici 
(Retinal Progenitor Cells, RPCs), e possiedono due importanti caratteristiche: ciascuna 
linea cellulare è generata durante un intervallo di tempo limitato e il numero di cellule che 
si formano varia a seconda del tipo cellulare (Levine and Green, 2004).  
I sette tipi cellulari vengono sempre generati in un preciso ordine: le cellule ganglionari si 
differenziano per prime, assieme ai coni e alle cellule orizzontali, seguite dalle cellule 
amacrine, dai bastoncelli, dalle cellule bipolari e, infine, dalle cellule della glia di Müller 
(Young, 1985). 
 
Presenza delle onde di attività spontanea nella retina di ratto in vivo 
 
Curiosamente, nonostante il ratto sia l’unica specie in cui l’attività retinica fetale è stata 
verificata anche in vivo, le onde di attività spontanea non sono state caratterizzate (Galli 
and Maffei, 1988). 
Registrazioni in vivo nella retina prenatale del ratto hanno dimostrato la correlazione 
dell’attività elettrica tra cellule vicine che si comportano similmente, rilasciando entrambe 
potenziali d’azione o rimanendo entrambe silenti. 
Tale fenomeno non è generalizzato a tutta la retina, ma localizzato in quanto, nelle 
registrazioni con tre elettrodi, la correlazione si manifesta solo tra elettrodi vicini, 
mancando invece con l’elettrodo più distante. 
La correlazione di questa attività spontanea è dovuta ad una connettività intrinseca, in 
quanto la retina prenatale è ancora immatura e la sinaptogenesi non si è ancora 
completata; le cellule bipolari sono assenti e le cellule ganglionari retiniche ricevono le 
prime sinapsi solo dopo la nascita (Maffei and Galli-Resta, 1990). 
 
Propagazione delle onde e loro regolazione 
 
Studi su topi, conigli e furetti indicano che molteplici fattori sono implicati nella regolazione 
della generazione e della propagazione delle onde spontanee (Stacy et al., 2005; Syed et 
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al., 2004; Stellwagen et al., 1999). Tali studi dimostrano che l’insorgenza delle onde di 
attività spontanea è regolata da diversi neurotrasmettitori che, rilasciati da specifiche linee 
cellulari della retina, sono in grado di indurre il rilascio di calcio dai compartimenti 
intracellulari delle cellule ganglionari retiniche (RGC). Queste cellule risentono dell’azione 
dei diversi neurotrasmettitori a seconda dello stadio di sviluppo della retina. 
 
Normalmente vengono individuate tre fasi. Nella prima fase, in assenza di sinapsi 
correttamente formate, le onde si propagano nelle cellule ganglionari retiniche 
principalmente attraverso le gap junctions, specifiche connessioni intercellulari che 
permettono lo scambio di metaboliti, tra cui ioni calcio, e il passaggio di stimolazione 
elettrica. Antagonisti delle gap junctions, come carbenoxolone o acido 18α-glicirretinico, 
sono in grado di bloccare completamente le onde di attività spontanea in questa fase 
(Stacy et al., 2005; Singer et al., 2001; Syed et al., 2004). 
Nella seconda fase, l’attività spontanea sembra dipendere solo dall’acetilcolina, 
implicando che genesi e propagazione delle onde sia regolata dalle cellule amacrine 
colinergiche (ChAT), unica linea cellulare della retina in grado di secernere tale 
neurotrasmettitore; l’esametonio, antagonista dei recettori colinergici nicotinici, causa la 
totale scomparsa delle onde di attività in questa fase (Syed et al., 2004). 
Infine, nella terza fase, è stato osservato che la propagazione delle onde è abolita solo in 
presenza di antagonisti dei recettori glutamatergici ionotropici, come il CNQX e l’AP7 
(Syed et al., 2004). In questa fase, il glutammato è rilasciato dalle cellule bipolari, in 
precedenza non ancora pienamente sviluppate. 
Come riferimento temporale, nel topo la prima fase è compresa tra giorno embrionale 16 
(E16) e la nascita (P0, post-natal day 0), la seconda fase tra P0 e P10 e la terza fase tra 
P11 e P14 (Bansal et al., 2000).   
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Figura 5. Diversa tipologia delle onde retiniche di attività spontanea. (A) le onde regolate dalle 
gap junctions scompaiono dopo la somministrazione di acido 18β-glicirretinico, loro inibitore 
(Wong et al., 1998) (B) le onde colinergiche sono assenti in presenza di curaro, antagonista dei 
recettori colinergici nicotinici, mentre (C) le onde glutamatergiche scompaiono in presenza di 
CNQX (Sernagor and Grzywacz, 1999). 
 
Altri neurotrasmettitori come l’acido γ–aminobutirrico (GABA), la glicina e l’adenosina 
modulano la propagazione delle onde di attività spontanea, agendo però limitatamente 
sulla loro insorgenza (Sernagor et al., 2001).  
L’acido γ–aminobutirrico (GABA) è in grado di interferire con la frequenza e l’ampiezza 
degli spikes elettrici delle cellule ganglionari interessate dalle onde spontanee; la 
somministrazione di picrotossina, un antagonista dei recettori del GABA, aumenta la 
velocità delle onde ritmiche solamente nell’ultima delle tre fasi precedentemente descritte, 
non esercitando effetti durante le altre età (Syed et al., 2004). Risultati simili si registrano 
nel furetto in cui nei primi dieci giorni di vita, il GABA possiede un’azione stimolante sugli 
spikes, che diventa inibitoria nella terza settimana di vita dell’animale (Fischer et al., 
1998). 
Anche la glicina è un modulatore dell’attività elettrica spontanea nella retina; la 
registrazione dei bursts di attività elettrica nella retina del furetto in seguito alla 
somministrazione di stricnina, suo inibitore specifico, dimostra che nelle prime settimane 
di vita, tale neurotrasmettitore ha un’azione stimolante sull’attività elettrica che diventa 
invece inibitoria dopo la terza settimana di vita (Fischer et al., 1998). 
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Inoltre, le onde di attività spontanea risentono della concentrazione intracellulare 
dell’adenosin-monofosfato ciclico (cAMP), infatti, la somministrazione di forskolina, 
molecola in grado di stimolarne la produzione, causa un aumento della loro frequenza 
(Seamon and Daly, 1986; Stellwagen and Shatz, 2002). 
 
Caratteristiche spazio-temporali delle onde di attività spontanea nella 
retina 
 
Lo studio delle proprietà spaziali delle onde spontanee è stato effettuato mediante 
registrazioni dei livelli intracellulari di calcio e dell’attività elettrica degli RGC. 
I risultati ottenuti hanno indicato che non esistono regioni pacemaker responsabili della 
generazione dell’onda, ma che ogni regione può partecipare allo stesso modo alla sua 
insorgenza e propagazione. Dalle misurazioni così effettuate è stato possibile definire che 
le onde spontanee tendono a propagarsi in ogni direzione e in modo imprevedibile, 
evitando regioni che siano state interessate da una precedente depolarizzazione, 
generando così un periodo refrattario nelle stesse (Feller et al., 1996, 1997).  
Nella fase colinergica precedentemente descritta, le onde iniziano a propagarsi quando 
più cellule amacrine colinergiche vicine ricevono potenziali d’azione che comportano 
l’esocitosi dei neurotrasmettitori; quando si ha un numero adeguato di cellule amacrine 
stimolate, viene generata un’onda. L'onda continua a propagarsi in tutte le direzioni in cui 
vi è una densità sufficientemente elevata di cellule amacrine depolarizzate, ma non torna 
mai in una regione attraversata in precedenza perché le cellule amacrine presentano un 
periodo refrattario durante il quale non sono in grado di rispondere a qualsiasi 
stimolazione derivante da altre cellule (Godfrey and Swindale, 2007). 
L’azione dei vari neurotrasmettitori descritti in precedenza è in grado di regolare parametri 
come frequenza, velocità e area delle onde di attività spontanea. 
Nel coniglio, l’intervallo tra due onde consecutive tende ad aumentare con l’età; nella 
prima fase, nella quale le onde si propagano attraverso le gap junctions, tale intervallo è 
di 36+18 secondi, triplicando nella fase colinergica e raggiungendo i 228+77 secondi nella 
terza fase. Al contrario, la velocità presenta un andamento opposto, passando dai 451+92 
μm/sec della prima fase ai 159+29 μm/sec di quella finale (Syed et al., 2004). 
Esperimenti condotti nella retina di topo hanno ottenuto risultati simili per l’intervallo tra 
onde consecutive, passando dai 29,9+10,0 secondi della prima fase a 120,8+9,0 secondi 
nella fase colinergica. Al contrario del coniglio, la velocità delle onde della fase colinergica 
tende ad aumentare rispetto alle precedenti, da 125,3+3,5 μm/sec a 165,6+26,2 μm/sec, 
valore confrontabile con quello trovato nella retina del furetto (Bansal et al., 2000; 
Stellwagen et al., 1999). 
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Registrazioni nella retina della tartaruga confermano similitudini con i valori precedenti, 
con intervalli tra onde consecutive variabili tra 10 e 100 secondi (Sernagor and 
Grzywacz,1999).    
 
Il mantenimento di caratteristiche e parametri simili delle onde di attività spontanea in alti 
e bassi vertebrati è indice dell’elevato grado di conservazione di questo processo durante 
l’evoluzione, attribuendogli quindi un ruolo fondamentale nello sviluppo precoce della 
retina.  
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Le tossine botuliniche come strumento per interferire con 
l’attività sinaptica 
 
Le tossine botuliniche (BoNT) sono metalloproteasi che agiscono a livello dei terminali 
nervosi e prevengono l’esocitosi delle vescicole provocando paralisi flaccida dovuta al 
blocco del rilascio di acetilcolina nella giunzione neuromuscolare. Il loro utilizzo è molto 
diffuso per lo studio della fisiologia cellulare. Inoltre le tossine botuliniche sono impiegate 
nella neurologia clinica per il trattamento di alcuni disturbi caratterizzati da ipereccitabilità 
dei terminali nervosi periferici (Caleo and Schiavo, 2009).  
La tossina botulinica è un polipeptide con una catena di 100 kDa legata tramite ponti 
disolfuro ad un’altra catena di 50 kDa. La catena leggera è un enzima proteasi che 
attacca una o più delle proteine implicate nella fusione delle vescicole contenenti 
neurotrasmettitori con la membrana presinaptica.  
 
 
Figura 6. Azione della tossina botulinica nella giunzione neuromuscolare. La tossina botulinica è 
in grado di processare le proteine facenti parte dello SNARE complex, il complesso proteico che 
permette la fusione delle vescicole contenenti acetilcolina con la membrana presinaptica, 
impedendone l’esocitosi. 
 
L’azione della tossina botulinica avviene in diversi passaggi sequenziali. La catena 
pesante della tossina media il legame ad uno specifico target recettore sulla membrana 
plasmatica, seguito dall’internalizzazione per endocitosi del complesso BoNT-recettore. Il 
processo di recycling delle vescicole porta all’acidificazione delle stesse con il 
trasferimento della catena leggera della tossina nel citosol. L’azione della zinco-
 23
endopeptidasi avviene su una o più delle seguenti proteine: VAMP-sinaptobrevina, SNAP-
25 e sintaxina. Essendo queste le proteine che svolgono un importante ruolo nella fusione 
delle vescicole sinaptiche al sito di rilascio, il loro danneggiamento provoca il blocco 
dell’esocitosi del neurotrasmettitore (Poulain et al., 2009). 
La durata dell’azione delle tossine botuliniche dipende dai diversi sierotipi. Ad esempio, 
SNAP-25 è il target dell’azione dei sierotipi A ed E; il primo rimuove 9 aminoacidi 
all’estremità carbossiterminale mentre il secondo ne rimuove 26. La paralisi provocata dal 
tipo E ha una durata temporale minore rispetto a quella del tipo A. La paralisi a lungo 
termine indotta da BoNT/A è dovuta sostanzialmente ad un’attività catalitica più estesa nel 
tempo e alla persistenza del frammento di SNAP-25 tagliato dalla tossina che compete 
con il rimanente SNAP-25 intatto, prolungando il blocco dell’esocitosi (Caleo et al., 2009). 
L’azione della tossina botulinica è stata ampiamente documentata nel sistema nervoso 
periferico mentre si conosce assai meno la sua azione nel sistema nervoso centrale. Studi 
nella corteccia cerebrale hanno verificato effetti di blocco della trasmissione in seguito 
all’iniezione di BoNT/E, inerenti non solo al rilascio di vescicole nei terminali colinergici, 
ma anche in quelli glutamatergici (Costantin et al., 2005; Bozzi et al., 2006). 
 
La specificità dell’azione della tossina botulinica solo sui terminali nervosi la rende un 
candidato promettente per esperimenti in cui si voglia interferire con l’attività elettrica della 
retina. Occorre però in primo luogo testare se essa possa effettivamente alterare la 
propagazione delle onde ritmiche spontanee nella fase in cui sono regolate dal rilascio di 
acetilcolina, senza intaccare la morfologia e la stratificazione della retina stessa.  
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Segregazione delle proiezioni retiniche al nucleo 
genicolato laterale dorsale (dLGN) 
 
Cos’è il nucleo genicolato laterale (LGN) 
 
Il nucleo genicolato laterale (LGN) dei roditori è situato nella regione dorsolaterale del 
talamo. Marcature Nissl-stained evidenziano un nucleo in posizione dorsale, con struttura 
omogenea e confini definiti che lo separano dalla porzione ventrale, i nuclei genicolati 
mediale e ventrale. La composizione interna rivela però la presenza di regioni distinte 
derivanti dalla formazione di patterns occhio-specifici e la presenza di domini differenti dal 
punto di vista biochimico, come la regione dorso laterale contenente cellule calbindin-
positive che ricevono innervazioni dal collicolo superiore (Grubb e Thompson, 2004; 
Reese, 1988). 
 
Nell’LGN in via di sviluppo, i neuroni differenziano tra E10 e E13 (Angevin, 1970). Da E16, 
il nucleo si presenta come una stretta striscia di cellule lungo il bordo dorsolaterale del 
talamo (Godement et al., 1984). Tra E18 e i giorni immediatamente successivi alla 
nascita, l’LGN assume una conformazione che lo rende facilmente distinguibile dai nuclei 
adiacenti e simile a quella che avrà al completamento dello sviluppo (Godement et al., 
1984; Jaubert-Miazza et al., 2005). 
 
La composizione cellulare dell’LGN nel topo è simile a quella dei mammiferi superiori.  
Ci sono due linee cellulari di base: le cellule talamo-corticali e gli interneuroni. Nei roditori, 
l’LGN è l'unico nucleo sensoriale del talamo che contiene interneuroni.  
 
Figura 7. Nucleo genicolato laterale. Le proiezioni retiniche raggiungono 
il nucleo genicolato laterale  e innervano regioni specifiche.  
 
Entrambi i tipi di cellule ricevono input dalle cellule della 
retina, ma solo le cellule talamo-corticali possiedono 
assoni in grado di uscire dall’LGN e proiettare alle aree 
della corteccia visiva.  
Queste cellule sono eccitatorie e utilizzano il glutammato 
come neurotrasmettitore, mentre gli interneuroni sono 
inibitori e sfruttano l'acido γ-amminobutirrico (GABA). 
Nel topo adulto, le sinapsi degli assoni della retina, delle 
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cellule talamo-corticali e degli interneuroni hanno una struttura altamente conservata e 
stereotipata (Rafols e Valverde, 1973).  
I terminali retinici stabiliscono contatti sinaptici con i dendriti delle cellule talamo-corticali.  
Gli interneuroni presentano invece una via assonica convenzionale che contatta con le 
cellule talamo-corticali, e un terminale presinaptico che origina al livello dei dendriti. 
Si distinguono così tre tipi di sinapsi; le cellule talamo-corticali ricevono sinapsi sia dagli 
interneuroni sia dai terminali retinici con quest’ultimi che sinaptano anche sugli 
interneuroni. Queste tre sinapsi provvedono alla trasmissione del segnale proveniente 
dalla retina, modulando la risposta sulla base delle sinapsi eccitatorie glutamatergiche e 
inibitorie GABAergiche. 
 
Il processo della segregazione nel dLGN dei mammiferi 
 
Nel topo e nel ratto, le proiezioni retiniche al nucleo genicolato laterale dorsale (dLGN) 
sono organizzate in domini occhio-specifici; la marcatura anterograda degli RGCs 
permette di individuare territori definiti che non si sovrappongono (Godement et al., 1984; 
Naska et al., 2004; Jaubert-Miazza et al., 2005). 
Nel ratto adulto, gli assoni della porzione nasale della retina e la maggior parte di quelli 
della porzione temporale attraversano il chiasma ottico e proiettano controlateralmente 
alle regioni laterale e ventrale del dLGN. Queste proiezioni crociate, provenienti 
dall’occhio controlaterale, occupano l’85-90% dell’area totale del dLGN.  
Una piccola parte degli RGCs (5%) nella retina ventro-temporale presentano assoni che 
non attraversano il chiasma ottico e proiettano ipsilateralmente terminando nella regione 
antero-mediale del dLGN. Queste proiezioni non crociate, derivanti dall’occhio ipsilaterale, 
formano un dominio cilindrico lungo l’asse anteroposteriore del dLGN occupandone circa 
il 10-15% del volume. 
Questa conformazione occhio-specifica del pattern nel dLGN non è evidente nelle fasi 
precoci in cui gli assoni innervano i loro target, ma emerge, rispettivamente nel topo e nel 
ratto, in 7 e 10 giorni di vita post-natale dell’animale (Godement et al., 1984; Naska et al., 
2004 Jaubert-Miazza et al., 2005). 
Nel ratto le fibre crociate e quelle non crociate innervano il dLGN in momenti differenti 
della vita dell’animale; le prime vi giungono attorno ad E16, seguite dalle altre dopo circa 
5 giorni, attorno alla nascita (P0). Nelle fasi immediatamente successive alla nascita, le 
fibre retiniche crociate innervano tutto il dLGN mentre quelle non crociate iniziano già a 
ritirarsi e, a partire da P3, è possibile distinguere un dominio antero-mediale delle loro 
terminazioni. Tra P3 e P9, i segnali provenienti dai due occhi contribuiscono ad 
un’ulteriore retrazione del dominio di sovrapposizione. A P9, le proiezioni retiniche 
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mostrano un’evidente segregazione. Al momento dell’apertura delle palpebre (P14), la 
segregazione delle proiezioni retiniche crociate e non crociate al dLGN è completa e 
rispecchia il pattern del topo adulto. 
 
 
Figura 8. Segregazione delle proiezioni retiniche nel nucleo genicolato laterale dorsale del 
ratto a P4 (A-C) e P9 (E-G). (A, E) afferenze dalla retina controlaterale (B, F) afferenze dalla 
retina ipsilaterale (C, G) merge. Sezioni coronali. Barra di calibrazione = 200 μm (Naska et al., 
2004). 
 
La subunità B della tossina colerica (CTB) è stata utilizzata come tracciante anterogrado; 
coniugando la CTB con fluorocromi differenti e iniettandoli nei due occhi, è possibile 
visualizzare le proiezioni crociate e non crociate su di una singola sezione di dLGN. Ciò 
permette la distinzione dei domini occhio-specifici nel dLGN, rendendo possibile la 
quantificazione dell’estensione spaziale delle singole regioni e della loro eventuale 
sovrapposizione (Angelucci et al., 1996; Jaubert-Miazza et al., 2005; Muir-Robinson et al., 
2002; Torborg and Feller, 2004; Torborg et al., 2005).  
A P4, le afferenze retiniche al nucleo genicolato laterale dorsale sono ancora in gran parte 
sovrapposte. Le proiezioni dall'occhio controlaterale occupano l'intero dLGN, mentre 
quelle provenienti dalla retina ipsilaterale sono distribuite a coprire una regione pari a 
circa il 20% del dLGN (19,6 ± 0,8%) e si sovrappongono completamente alle fibre 
suddette.  
A P9, il dLGN assume una conformazione simile a quella del ratto adulto. Il processo di 
segregazione è quasi completo e le fibre provenienti dai due occhi sono separate in 
regioni occhio-specifiche; la regione controlaterale copre circa il 92% del dLGN mentre 
quella ipsilaterale è ristretta in circa il 10%. Rimane tuttavia una piccola area di 
sovrapposizione, circa il 2%, in cui giungono afferenze da entrambi gli occhi (Naska et al., 
2004). 
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La segregazione delle afferenze retiniche in regioni separate del LGN è un modello 
paradigmatico di raffinamento delle proiezioni neurali.  
 
Interferenze nel normale processo di segregazione del dLGN 
 
Il processo di segregazione si verifica ancor prima che l’animale acquisisca la visione e al 
momento dell’apertura delle palpebre (P14) è ormai concluso. Già prima dell’attività 
visiva, però, le cellule ganglionari retiniche che innervano il dLGN, presentano potenziali 
di azione (Galli e Maffei, 1988), all'interno di onde ritmiche di attività spontanea che si 
diffondono lungo la superficie retinica (Meister et al., 1991; Wong, 1999).  
L'attività elettrica è necessaria per la segregazione delle afferenze retiniche dai due occhi 
al genicolato (Shatz and Stryker, 1988). Un’ipotesi molto accreditata è che ciò sia dovuto 
ad una forma di competizione del tipo fire together-wire together. In questa ipotesi la 
presenza di correlazione nell’attività di cellule dello stesso occhio le porterebbe ad essere 
frequentemente attive insieme e a potenziare reciprocamente le proprie connessioni ai 
danni delle afferenze dell’altro occhio, che presentano un differente andamento nel tempo 
dei potenziali d'azione. La prova che questa relazione sussista realmente, è però tuttora 
irrisolta.  
Approcci farmacologici, tramite iniezioni retiniche di antagonisti o agonisti dei regolatori 
delle onde di attività spontanea, o manipolazioni genetiche hanno permesso di definire gli 
effetti che si verificano sulla segregazione. Tali esperimenti suggeriscono che solo alcune 
proprietà spazio-temporali delle onde della retina siano necessarie per la segregazione 
delle proiezioni retinogenicolate (Muir-Robinson et al., 2002; Penn et al., 1998; Rossi et 
al., 2001; Shatz and Stryker, 1988; Stellwagen and Shatz, 2002; Torborg et al., 2005).  
 
Il ruolo dell’attività spontanea retinica 
 
Uno dei primi esperimenti prevedeva l’infusione di tetrodotossina (TTX), un antagonista 
dei canali sodio voltaggio-dipendente, per bloccare i potenziali d’azione lungo gli assoni. 
L’assenza di tali segnali causa la mancata segregazione delle proiezioni retinogenicolate 
con le terminazioni assonali retiniche che non solo rimangono sovrapposte, ma tendono 
anche ad estendere le proprie innervazioni (Sretavan and Shatz, 1986; Shatz and Stryker, 
1988). 
 
Nel furetto, il blocco delle onde retiniche di attività spontanea in seguito ad iniezione di 
epibatidina altera la laminazione occhio-specifica nel dLGN. Le proiezioni dalla retina 
ancora attraversata dalle onde ritmiche, non iniettata con l’antagonista dei recettori 
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colinergici, espande il suo territorio di innervazione nel dLGN a scapito dell’occhio 
iniettato. Sia le fibre crociate che quelle non crociate, aumentano le loro dimensioni nei 
rispettivi dLGN, occupando regioni che nei controlli sono innervate dall’altro occhio. 
Questa competizione guidata dall’attività elettrica dei due occhi determina il raffinamento 
delle connessioni occhio-specifiche dalla retina al dLGN, dimostrando che l’attività 
spontanea è in grado di generare pattern definiti di connessioni ancor prima 
dell’insorgenza dell’attività visiva (Penn et al., 1998). 
 
 
Figura 9. Segregazione delle proiezioni retinogenicolate nel furetto. (a) P10 wild-type, 
segregazione completata (b) P1 wild-type, proiezioni non segregate (c) iniezione binoculare di 
epibatidina (d) iniezione monoculare di epibatidina (e) iniezione monoculare di forskolina (f) 
iniezione binoculare di immunotossina anti-starburst amacrine cells (Huberman et al., 2008). 
 
Al contrario, l’aumento simultaneo di frequenza, area e velocità delle onde di attività 
spontanea in un solo occhio genera un fenotipo di innervazione del dLGN opposto al 
precedente. Agenti farmacologici che aumentano i livelli intracellulari di cAMP, come la 
forskolina, sono in grado di incrementare l’attività spontanea della retina (Stellwagen et 
al., 1999). 
Nel furetto, l’iniezione monoculare di forskolina induce un cospicuo aumento delle 
proiezioni retinogenicolate ipsilaterali, provenienti dall’occhio trattato, che quasi 
raddoppiano le dimensioni della propria regione di innervazione (13,5+1,2% nei controlli e 
22,5+2,8% negli iniettati); un leggero aumento si registra anche nelle proiezioni 
controlaterali (Stellwagen and Shatz, 2002). 
Sussiste quindi una stretta relazione tra il tasso di attività spontanea nella retina e il grado 
di segregazione del nucleo genicolato laterale dorsale.  
 
Nonostante ciò, l’iniezione di una specifica immunotossina, in grado di colpire le sole 
cellule amacrine colinergiche “starburst”, mette in discussione l’importanza della 
correlazione nell’attività spontanea delle cellule ganglionari retiniche.  
Registrazioni dell’attività elettrica di retine iniettate con l’immunotossina suddetta 
mostrano una riduzione della frequenza degli eventi spontanei periodici e dell’attività 
correlata tra cellule vicine. Tali alterazioni a livello dell’attività retinica non causano però 
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modifiche sostanziali alla segregazione e alla disposizione delle regioni ipsilaterale e 
controlaterale nel dLGN. 
Il risultato ottenuto indicherebbe che la sola presenza dell’attività spontanea, ma non un 
pattern definito, ossia le onde ritmiche, sia in grado di portare a compimento la 
segregazione delle proiezioni retinogenicolate (Huberman et al., 2003). 
 
Altri tipi di esperimenti hanno tentato un approccio molecolare al fine di chiarire il ruolo 
dell’attività spontanea nella segregazione delle proiezioni retinogenicolate.  
Topi mutanti per la subunità B2 del recettore colinergico nicotinico (nAChR) non mostrano 
onde di attività spontanea durante la prima settimana di vita dell’animale (Bansal et al., 
2000). L’assenza delle onde di attività spontanea in questo periodo della vita dell’animale, 
lo rende un ottimo campione per studiarne l’evolversi della segregazione delle proiezioni 
retinogenicolate.  
 
 
Figura 10. Segregazione delle proiezioni retinogenicolate nel topo. (k) P10 wild-type, 
segregazione completata (l) P1-P4 wild-type, proiezioni non segregate (m) iniezione binoculare 
di epibatidina (n) segregazione incompleta in topi β2 KO P10 (p) segregazione completata a 
patch in topi β2 KO P25 (s) topi mutanti nob (Huberman et al., 2008). 
 
A P4, sia nei wild-type sia nei topi β2 KO, le proiezioni retiniche controlaterali occupano 
tutto il dLGN e quelle ipsilaterali si sovrappongono completamente ad esse. Nei topi β2 
KO, a P9 e a P30, quando ormai il dLGN ha raggiunto una conformazione simile a quella 
del topo adulto, le proiezioni ai due occhi permangono in questa condizione mentre negli 
animali wild-type, la segregazione si è ormai conclusa e le due regioni sono distinte l’una 
dall’altra (Rossi et al., 2001).   
La ripetizione della registrazione dell’attività retinica dei topi mutanti β2 KO in un mezzo 
più ricco (MEME) rispetto all’ACSF, utilizzato da Bansal e collaboratori, ha mostrato però 
la presenza delle onde di attività spontanea. I parametri registrati sono comunque 
differenti da quelli delle retine di controllo; quantità di onde e frequenza degli spikes 
registrati sono maggiori.  
L’assenza del recettore nAChR e le diverse caratteristiche spazio-temporali delle onde 
fanno ipotizzare che la circuiteria implicata nella genesi delle onde di attività spontanea 
nei topi mutanti β2 KO sia comunque diversa da quella colinergica degli animali wild-type. 
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A conferma di ciò, la presenza di antagonisti delle gap junctions causa la scomparsa delle 
onde nei topi β2 KO (Sun et al., 2008).  
I risultati così ottenuti dimostrerebbero ulteriormente l’importanza di alcuni parametri delle 
onde piuttosto che delle onde stesse. Normalmente, le onde spontanee coordinate dalle 
gap junctions, con parametri differenti da quelle colinergiche, non sono in grado di far 
segregare le proiezioni retinogenicolate. Lo stesso effetto sulla segregazione si ottiene nei 
topi mutanti suddetti, nei quali si assiste al recupero di onde regolate dalle gap junctions 
in una fase in cui normalmente dovrebbero essere di tipo colinergico. 
 
Inoltre, l’attività retinica sembrerebbe richiesta non solo per regolare la segregazione delle 
proiezioni retinogenicolate, ma anche per mantenerla. Nelle prime fasi dello sviluppo post-
natale, l’attività spontanea retinica nei topi no-b wave (nob) è indistinguibile dagli animali 
wild-type e la segregazione occhio-specifica prosegue normalmente; al momento 
dell’apertura delle palpebre, l’attività spontanea e quella visiva evocata, diventa anomala 
nei topi nob, causando la desegregazione delle proiezioni retinogenicolate già 
correttamente separate (Demas et al., 2006).  
 
Il ruolo dei fattori molecolari 
 
Numerosi esperimenti hanno dimostrato che nei bassi vertebrati e nel topo, le efrine-A 
mediano il rifinimento delle mappe retinotopiche lungo l’asse naso-temporale del collicolo 
superiore e del nucleo genicolato laterale.  
Durante le fasi della segregazione delle proiezioni retinogenicolate, i recettori delle efrine 
A (Eph-A) sono differenzialmente espressi negli assoni delle cellule ganglionari dall’occhio 
controlaterale rispetto a quelle dell’occhio ipsilaterale; all’interno della retina, si registra un 
gradiente di concentrazione che aumenta verso il centro della stessa. Inoltre, le efrine-A 
sono espresse nel dLGN secondo un gradiente con concentrazione maggiore all’esterno 
rispetto all’interno.  
Questa diversa espressione potrebbe far pensare ad un ruolo di efrina-A e Eph-A nel 
processo di segregazione delle proiezioni retinogenicolate in quanto l’interazione graduale 
tra le due molecole regolerebbe il corretto posizionamento delle proiezioni ipsilaterali e 
controlaterali nel dLGN. Infatti, la sovraespressione di Eph-A nella retina del furetto 
tramite elettroporazione in vivo nelle prime fasi della vita post-natale causa errori di 
posizionamento degli assoni nel dLGN, comportando effetti sulla segregazione delle 
proiezioni retinogenicolate (Huberman et al., 2005).  
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Topi mutanti per le efrine A2/A3/A5 presentano proiezioni retinogenicolate correttamente 
segregate, ma la loro disposizione nel nucleo genicolato laterale si discosta notevolmente 
da quella registrata nei controlli.  
Nei controlli, gli input elettrici spontanei provenienti dalla retina in sviluppo comportano la 
segregazione delle proiezioni retiniche ipsilaterali da quelle controlaterali con le prime che 
vanno a disporsi nel quadrante dorsomediale del dLGN. Gli stessi risultati si registrano nei 
singoli mutanti (A2, A3, A5) e nei doppi mutanti (A2/A3, A3/A5), ma nel mutante A2/A5 e 
nel triplo mutante (A2/A3/A5), le proiezioni ipsilaterali presentano errori di 
posizionamento, nonostante comunque la segregazione raggiunga i massimi livelli. Ciò 
dimostrerebbe che le guide molecolari come le efrine-A non sono indispensabili per la 
segregazione delle proiezioni retinogenicolate quanto piuttosto per il loro posizionamento 
corretto (Pfeiffenberger et al., 2007).  
Ad ulteriore dimostrazione di ciò, la somministrazione di epibatidina, con conseguente 
scomparsa delle onde di attività spontanea dalla retina dei tripli mutanti, comporta 
un’assenza della segregazione nel dLGN come verificato in esperimenti precedenti in 
animali wild-type; inoltre, nei tripli mutanti, si assiste ad un’estensione della regione 
occupata da entrambe le proiezioni retiniche verso la porzione ventrale del dLGN 
(Pfeiffenberger et al., 2007).  
  
La segregazione e le onde di attività spontanea: quale ruolo? 
 
I risultati ottenuti dimostrano quindi una certa variabilità e le conclusioni circa il ruolo 
svolto dalle onde di attività spontanea nella segregazione delle proiezioni retinogenicolate 
sono ampiamente discusse (Chalupa, 2007; Chalupa, 2009; Feller, 2009).  
 
Dai dati precedentemente descritti, le interazioni tra efrine-A e i relativi recettori EphA 
sembrano essere le principali responsabili del corretto posizionamento degli assoni 
provenienti dall’occhio ipsilaterale all’interno del dLGN, infatti, la loro deplezione causa 
alterazioni nella disposizione delle regioni di innervazione ipsilaterale e controlaterale del 
nucleo genicolato laterale.  
 
Al contrario, all’attività spontanea retinica sarebbe delegato il ruolo di fattore che regola la 
segregazione delle proiezioni al dLGN.  
Le registrazioni dell’attività elettrica spontanea nella retina portano però a conclusioni 
contrastanti e non definiscono se il processo di segregazione delle proiezioni 
retinogenicolate sia dovuto alle onde ritmiche oppure alla sola attività spontanea delle 
cellule ganglionari retiniche. 
 32
Il blocco delle onde di attività spontanea tramite iniezioni di epibatidina e il successivo 
blocco della segregazione sembrerebbe dimostrare la necessità delle onde perché tale 
processo avvenga, ma gli esperimenti condotti nei topi β2 KO, in cui le onde continuano 
ad attraversare la retina, ma la segregazione non si verifica, dimostrerebbero il contrario. I 
parametri spazio-temporali delle onde di attività spontanea nei topi β2 KO risultano 
comunque differenti da quelli registrati in animali wild-type della stessa età quindi è 
probabile che la segregazione delle proiezioni retinogenicolate non si verifichi in quanto 
tali parametri non sono idonei affinchè ciò avvenga.  
Contrariamente, l’eliminazione delle cellule amacrine colinergiche “starburst” tramite 
iniezione di immunotossina comporta la perdita della correlazione spaziale e temporale 
degli spikes di attività spontanea tra cellule limitrofe, ma la segregazione delle proiezioni 
retiniche al dLGN avviene ugualmente, confermando l’ipotesi che tale processo sia 
dipendente dalla sola attività elettrica spontanea e non dalle onde ritmiche.  
  
In conclusione, questi esperimenti dimostrano la presenza di aspetti non ancora del tutto 
definiti nella dinamica del processo di segregazione e della sua relazione con le onde di 
attività spontanea della retina e i loro parametri.  
Sarebbe importante quindi definire il ruolo che le onde di attività spontanea svolgono nel 
processo di segregazione del dLGN. Per questo, manca un esperimento che provi, oltre 
alla necessità, anche la sufficienza dell’attività spontanea retinica nella segregazione.  
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Scopo del progetto 
 
Lo scopo del mio progetto è stato definire quale relazione sussista tra le onde di attività 
spontanea della retina di ratto e la segregazione delle proiezioni che, originando da essa, 
innervano il nucleo genicolato laterale dorsale (dLGN). Nella letteratura, tale problema è 
stato affrontato sotto innumerevoli aspetti, senza però riuscire a fornire una spiegazione 
esaustiva del processo di segregazione delle proiezioni retinogenicolate.  
Il primo passo è stato la caratterizzazione dei parametri dell’onde di attività spontanea al 
fine di valutare le loro variazioni durante le prime due settimane di vita del ratto, 
analizzando i fattori coinvolti nella loro genesi ed eventuali differenze con le onde 
registrate in altri modelli animali. 
Definite tali caratteristiche, abbiamo utilizzato la tossina botulinica di tipo E (BoNT/E), per 
testare se essa fosse in grado di interferire, e con quali modalità, con le onde di attività 
spontanea che normalmente si verificano nella retina. Come in altri modelli animali, 
abbiamo visto che l’insorgenza delle onde di attività spontanea è controllata 
dall’acetilcolina, ed abbiamo verificato che la BoNT/E causa l’inibizione della trasmissione 
colinergica ed il blocco delle onde da questa generate. 
Validato l’effetto della tossina botulinica sulle onde di attività spontanea, abbiamo 
analizzato le conseguenze che tali modifiche apportano alla segregazione delle proiezioni 
retiniche al dLGN, concentrando la nostra attenzione sulle relazioni tra i parametri delle 
onde retiniche di attività spontanea e l’evolversi del processo di segregazione delle 
proiezioni retinogenicolate. 
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Soggetto sperimentale 
 
Tutti gli esperimenti sono stati condotti su ratti del ceppo Long Evans. 
 
Preparazione delle retine e composizione della soluzione di espianto  
 
Le retine sono state enucleate dal ratto anestetizzato, private del cristallino e dell’epitelio 
pigmentato, e disposte su filtro di supporto non fluorescente in caso di registrazioni time-
lapse o mantenute libere in soluzione se destinate all’immunoistochimica. 
La soluzione per l’espianto e il mantenimento ex vivo delle retine di ratto si compone di 
NaCl (119 mM), KCl (2,5 mM), MgCl2 (1,3 mM), CaCl2 (2,5 mM), NaH2PO4 (1 mM), 
glucosio (11 mM) e HEPES (20 mM). La soluzione ottenuta deve essere portata ad un pH 
compreso tra 7,35 e 7,40 mediante l’aggiunta di NaOH. 
 
Indicatore del calcio fluorescente 
 
Il caricamento dell’indicatore calcio avviene mediante incubazione delle retine espiantate 
e mantenute vitali, in una soluzione contenente Oregon Green BAPTA 1-AM (Invitrogen) o 
CALCIUM ORANGE AM (Invitrogen). La soluzione di incubazione per una retina è la 
seguente: 
• 200 µl ACSF 
• 1 µl acido pluronico (0,2 µg/µl)  
• 2 µl di Oregon Green BAPTA 1-AM (1 µg/µl) o CALCIUM ORANGE AM (1 µg/µl) 
L’incubazione avviene in ambiente ossigenato e riscaldato a 32,5°C per un’ora seguiti da 
un lavaggio in ACSF. 
La messa a punto dell’utilizzo di due indicatori del calcio fluorescenti con emissione 
differente ci ha permesso di saggiare le onde di attività spontanea in retine iniettate con 
tossine coleriche associate a fluorocromi come Alexa Fluo 488 (verde) e Alexa Fluo 594 
(rosso); abbiamo utilizzato il CALCIUM ORANGE AM in presenza del primo e l’Oregon 
Green BAPTA 1-AM con il secondo. 
 
Microscopia in fluorescenza e analisi time-lapse 
 
Per l’acquisizione di immagini in fluorescenza utilizziamo una fotocamera digitale Chroma 
C3+ (DTA), montata su un microscopio Axioskop 2 FS plus (Zeiss), dotato di una lampada 
a fluorescenza HBO 100 (Osram).  
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Le retine espiantate posizionate su appositi filtri sono poste sul piano del microscopio in 
una cameretta riscaldata a 32°C (riscaldatore TC-344B, Warner Instrument Corporation), 
con ACSF ossigenato in continua perfusione con un flusso di 80 ml/h (Pharmacia LKB 
Pump-P1).  
Registrazioni tipiche utilizzano obiettivi 10X o 20X ad immersione (UMPlanFI, Olympus) e 
consistono nell’acquisizione di 300-1000 immagini sequenziali dello stesso campo. La 
frequenza di acquisizione è 0,5-1 Hz e il tempo di esposizione è 0,1-0,3 s.  
 
Calcolo dei parametri delle onde di attività spontanea 
 
L'intensità della fluorescenza associata all'indicatore di calcio è stata misurata in regioni 
all'interno di un campo 1,56x1,05 mm2 (10x). In ogni regione, l'intensità di fluorescenza 
media in funzione del tempo, F(t), è stata misurata con Metamorph (Molecular Devices, 
Downington, PA, USA). Al fine di correggere la perdita di intensità luminosa dovuta 
all’esposizione alla fluorescenza, è stata calcolata la variazione relativa della fluorescenza 
∆F/F0(t), dove ∆F = F(t)-F0(t), con F0(t) che è l'intensità della autofluorescenza del tessuto. 
Poiché la durata delle onde in ciascuna regione (2-3s) è molto breve rispetto agli intervalli 
tra due onde successive (20-300s), F0(t) è stata approssimata con una media di F(t), 
calcolata in un intorno di 40 frame, centrato sul frame (t). 
La misurazione dell’attività correlata tra cellule o regioni retiniche poste ad una distanza 
fissata è resa possibile da un programma informatico appositamente studiato che calcoli 
∆F/F0(t) in ciascuna regione, individuando quando questo valore oltrepassi una soglia 
impostata dallo sperimentatore. Nell’analisi abbiamo utilizzato due valori di soglia, 
rispettivamente 1,25% e 2%,  poiché la differenza tra stato di riposo e stato di eccitazione 
dell’indicatore CALCIUM ORANGE AM è minore di quella dell’indicatore Oregon Green 
BAPTA 1 – AM, che permette quindi una migliore distinzione tra i due stati.  
Le onde di attività spontanea comportano un aumento della concentrazione intracellulare 
di calcio nelle cellule ganglionari retiniche; l’aumento di tale concentrazione induce un 
aumento della fluorescenza dell’indicatore calcio che coincide con l’avanzamento del 
fronte dell’onda. 
Frequenza La misurazione della frequenza delle onde di attività spontanea è stata 
effettuata registrando un medesimo campo della retina per intervalli di tempo di circa 10 
minuti, acquisendo fotogrammi ogni 700-900 ms. La frequenza è stata ottenuta 
dall’inverso dell’intervallo di tempo che intercorre tra due onde successive in un 
medesimo campo di registrazione.  
E’ stato utilizzato anche un metodo di rilevazione semiautomatica delle onde di attività 
spontanea, calcolando il numero di zone attive/frame, ottenute con il programma 
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informatico suddetto. Al campo (1,56x1,05 mm2) è stata sovrapposta una griglia di 24x16 
regioni (50x50 µm2), poste ad intervalli regolari. L’andamento della fluorescenza 
normalizzata, ∆F/F0, associato all’indicatore calcio, è stato calcolato per ciascuna regione. 
Una regione è considerata attiva in un frame (t) quando il suo valore ∆F/F0(t) oltrepassa il 
proprio valore medio, del valore soglia impostato. Riportando il numero di regioni attive 
per fotogramma in funzione del tempo, le onde danno luogo a picchi. 
Velocità Le misurazioni della velocità di propagazione delle onde sono state effettuate 
calcolando la distanza media tra le posizioni del fronte dell’onda in due fotogrammi 
successivi, tipicamente separati da 700-900 ms. Per una migliore visualizzazione del 
fronte d’onda, abbiamo sovrapposto due frame successivi di una registrazione time-lapse 
in modo da evidenziare la sola regione del campo interessata dall’attività ritmica. 
Area La misurazione dell’area di un’onda di attività spontanea è stata ottenuta dalla 
somma delle porzioni di retina interessate dall’onda per ciascun fotogramma acquisito con 
i medesimi intervalli di registrazione suddetti. Questa analisi tende a sottostimare l’area 
totale delle onde poiché alcune di esse si spostano oltre i limiti del campo registrato, ma 
permette comunque un’analisi comparativa. Il campo di registrazione è 1,64 mm2. 
Parametri di correlazione Esperimenti precedenti, inerenti la registrazione degli spikes di 
membrana, considerano sincronizzata l’attività elettrica di due cellule quando la distanza 
temporale tra i loro spikes è minore di 100 ms; effettuando registrazioni dell’attività legata 
al calcio con un frame-rate di 100 ms, ci poniamo in condizioni sperimentali simili. 
Abbiamo monitorato i livelli di Ca2+ in 200 cellule (Metamorph, regioni circolari 5x5 pixels) 
individuate in modo casuale all'interno del campo 1,56x1,05 mm2. L’andamento temporale 
di ∆F/F0(t) per ogni cellula è stato trasformato in un file binario grazie ad una soglia 
impostata dallo sperimentatore: per ogni frame, una cellula è definita “attiva” (1) quando il 
valore del suo ∆F/F0(t) è al di sopra della soglia, “inattiva” (0) altrimenti.  
Per ogni coppia di cellule abbiamo calcolato la frequenza di attivazione simultanea 
(correlazione) come il numero di fotogrammi in cui entrambe le cellule erano attive, diviso 
per il numero totale di fotogrammi in cui almeno una delle due era attiva. Tutte le coppie di 
cellule forniscono un istogramma che rappresenta la frequenza media di attivazione 
simultanea di coppie di cellule in funzione della distanza tra le cellule della coppia. 
Essendo il tempo di esposizione pari a 0,1 sec, il dato ottenuto corrisponde alla probabilità 
che due cellule siano attive entro 0,1 sec l’una dall’altra.  
Questa analisi delle registrazioni dimostra che la correlazione diminuisce 
esponenzialmente con la distanza. Nei confronti tra controlli e trattati, abbiamo analizzato 
la percentuale di correlazione al picco, ossia nella porzione di istogramma corrispondente 
a distanze inferiori a 50 µm e il fattore di decadimento al livello del quale la correlazione 
iniziale risulta dimezzata. Nel caso dei controlli, i valori ottenuti risultano simili a quelli 
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ottenuti da precedenti studi di correlazione degli spikes per coppie di cellule (Demas et al., 
2006;. Feller et al., 1997;. Stafford et al., 2009). 
 
Analisi statistica dei parametri delle onde di attività spontanea 
 
Il saggio dei parametri delle onde, condotto per ogni età, permette di seguire i 
cambiamenti che interessano l’attività spontanea della retina. 
Definiti i parametri suddetti per ciascuna età, abbiamo confrontato tali valori in modo da 
valutare se sussistessero somiglianze tra età successive al fine di individuare periodi 
omogenei nell’evoluzione dell’attività spontanea retinica. Abbiamo condotto le successive 
analisi su retine nelle quali fosse possibile misurare i parametri di almeno tre onde di 
attività spontanea.  
Per ciascun parametro, abbiamo effettuato uno Student t-test (o Mann-Whitney Rank Sum 
test, nel caso in cui i valori in esame non passino il test di normalità o il test di uguaglianza 
delle varianze) confrontando i valori di età successive; la significatività del test 
corrisponde ad un valore di p (o P, nel caso del Mann-Whitney Rank Sum test) <0,05. Nel 
caso in cui il valore di p (o P) non scenda al di sotto di tale soglia, le due età sono 
considerate simili e inserite nel medesimo gruppo. Abbiamo ripetuto questo tipo di analisi, 
confrontando tutti i valori delle età riunite in un unico gruppo con quelli dell’età successiva, 
fino ad ottenere un valore di p (o P) <0,05. In seguito a tale analisi, abbiamo potuto 
definire dei periodi entro cui le onde di attività spontanea delle singole età presentano 
caratteristiche omogenee.  
 
Farmacologia delle onde di attività spontanea 
 
La registrazione degli effetti di inibitori della trasmissione sinaptica come esametonio 
(Sigma H0879; Syed et al., 2004) o CNQX (Sigma C127; Bansal et al., 2000) viene 
effettuata bloccando la perfusione e procedendo all’ossigenazione diretta del liquido di 
incubazione presente nella camera riscaldata.  
Si effettua una prima registrazione dell’attività retinica del calcio per tempi di 3-5 minuti in 
ACSF in modo da controllare la presenza delle onde di attività spontanea dopodichè si 
procede alla somministrazione di una dose adeguata dell’inibitore. Trascorso un tempo di 
5-15 minuti durante il quale proseguiamo la registrazione, attiviamo la pompa di 
perfusione per sostituire completamente il liquido presente nella cameretta in 1-2 minuti, 
eliminando qualsiasi residuo dell’inibitore, e registrare la reversibilità o meno del blocco 
delle onde di attività spontanea.  
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A conferma del blocco delle onde di attività spontanea, in seguito all’iniezione della 
tossina botulinica, abbiamo utilizzato, oltre che ACSF, anche un diverso mezzo di 
incubazione, il MEMS (Sigma), lasciando inalterati i parametri di incubazione 
(temperatura, perfusione, ossigenazione) e di acquisizione time-lapse. 
 
La somministrazione locale di KCl 10 mM utilizzata per saggiare la responsività delle 
cellule ganglionari retiniche alla depolarizzazione viene effettuata utilizzando un elettrodo 
collegato ad un iniettore. L’elettrodo viene posto nelle vicinanze del campo della retina in 
analisi dopodichè si procede alla registrazione time-lapse dell’attività retinica del calcio 
mantenendo attiva la perfusione della soluzione di incubazione. Dopo un’iniziale 
registrazione di 3-5 minuti per saggiare la presenza o meno delle onde, procediamo ad 
alcune iniezioni di KCl 10 mM nel mezzo, ad intervalli di 1-2 minuti, al fine di valutare la 
risposta delle cellule ganglionari.  
 
Iniezione intraoculare della tossina botulinica (BoNT/E) 
 
L’iniezione intraoculare della tossina botulinica in entrambi gli occhi è stata effettuata nella 
regione temporale della retina in ratti P3, precedentemente anestetizzati con etere. Dopo 
un’attesa di 1-2 h affinché recuperassero dall’anestesia, i ratti sono stati restituiti alla 
madre. 
Abbiamo iniettato 800 nl di una soluzione di PBS (Sigma) contenente BoNT/E 5 nM in 
RSA (rat serum albumin) 2% e considerato il volume dell’occhio, stimiamo che la 
concentrazione finale di BoNT/E sia compatibile con i parametri vitali del ratto neonato.  
La tossina è stata ottenuta da Wako (Osaka) ed è stata attivata con tripsina, purificata e 
testata come descritto in Schiavo and Montecucco (1995). 
 
Fissazione, conservazione e sezionamento di retine e cervelli 
 
Per il mantenimento a lungo termine delle retine, procediamo alla fissazione in 
paraformaldeide 4% (E.M.S.) in PHEM (PIPES 60 Mm, HEPES 25 mM, EGTA 10 Mm, 
MgCl2 2mM, pH 6,9) con successivo risciacquo in PBS (Sigma), ripetuto tre volte per 10-
15 minuti.  
Se la retina è stata posta in precedenza su un filtro di supporto per essere registrata, si 
procede prima alla fissazione in paraformaldeide e poi al distacco nel caso in cui debba 
essere inclusa nella resina O.C.T. Compound (Tissue Tek) per il successivo taglio al 
criostato.  
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La retina fissata può essere conservata per alcuni giorni in PBS a 4°C oppure può essere 
inclusa nella resina O.C.T. e conservata a -20°C.  
 
L’espianto del cervello del ratto è preceduto dalla fissazione per perfusione dello stesso. 
Il ratto viene anestetizzato con un’iniezione di avertina (soluzione di tribromoetanolo, t-
amil alcool e etanolo in NaOH 0,9%) dopodichè si procede alla perfusione transcardiaca 
con PBS 10 mM seguito da paraformaldeide 4% in buffer fosfato 0,1 M. 
Il cervello viene quindi dissezionato e trascorso un periodo di 2-3 ore di post-fissazione in 
paraformaldeide 4%, viene crioprotetto in saccarosio 30% over-night (ON) a 4°C. 
Il giorno successivo, il campione viene asciugato da qualsiasi residuo di saccarosio e 
congelato istantaneamente in isopentano a circa -80°C, per essere conservato a tale 
temperatura fino al momento del taglio al criostato. 
 
Dopo la fissazione, la retina viene inclusa completamente nella resina O.C.T., congelata 
e mantenuta a -20°C fino al momento del taglio. La resina contenente la retina viene 
posta sul braccio oscillante del criostato e si procede al taglio di sezioni trasversali dello 
spessore di 12-14 µm che vengono poste su un vetrino Superfrost Plus (Menzel-Glaser). 
Nel caso in cui si debba procedere con una rivelazione immunoistochimica sulle sezioni, 
si effettuano 2-3 lavaggi in PBS per eliminare ogni residuo di O.C.T. 
 
Il cervello congelato e conservato a -80°C viene trasferito a -20°C circa 12-24 h prima del 
taglio al criostato; viene quindi posto sul braccio oscillante e si procede al taglio di sezioni 
coronali di 50 µm in direzione postero-anteriore che vengono poste su un vetrino 
Superfrost Plus. 
Le sezioni vengono fatte asciugare per 3-4 h a temperatura ambiente dopodichè vengono 
coperte con il Vectashield (Vector) e un vetrino copri-oggetto per poterle conservare a 
4°C.  
 
Rivelazione immunoistochimica 
 
Per la rivelazione immunoistochimica in whole-mount si procede come segue: 
• 2 lavaggi in PBS 10 mM 
• 1-2 ore in Blocking Solution in PBS (siero di cavallo 5% - Triton X-100 0,3%) 
• incubazione per 3 giorni a 4°C in Blocking Solution + anticorpo primario  
• 3 lavaggi in PBS 10 mM 
• incubazione per 2 giorni a 4°C in Blocking Solution + anticorpo secondario 
• 3 lavaggi in PBS 10 mM 
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 Per la rivelazione immunoistochimica su sezione si procede come segue: 
• 2 lavaggi in PBS 10 mM 
• 1-2 ore in Blocking Solution in PBS (siero di cavallo 5% - Triton X-100 0,3%) 
• incubazione over-night a 4°C in Blocking Solution + anticorpo primario  
• 3 lavaggi in PBS 10 mM 
• incubazione per 2 h a temperatura ambiente in Blocking Solution + anticorpo 
secondario 
• 3 lavaggi in PBS 10 mM 
 
Nelle rivelazioni immunoistochimiche condotte, abbiamo utilizzato i seguenti anticorpi 
policlonali: 
? ChAT (anti-choline acetyltransferase, CHEMICON): 1:200 
? NF150 (anti-neurofilament 150 kD, CHEMICON): 1:500 
? SNAP/e (SNAP25 cleaved by BoNT/E, generato da O. Rossetto, Università di 
Padova): 1:300 
 
Marcatura con propidio ioduro 
 
I tessuti da analizzare vengono sottoposti ad un trattamento di 5 minuti con una soluzione 
di PBS contenente propidio ioduro (Sigma, P4170) in concentrazione 2 µM, dopo il quale 
si effettuano 3 lavaggi in PBS 10 mM di 10 minuti ciascuno per eliminare eventuali residui. 
Si procede quindi alla copertura del campione con il Vectashield e un copri-oggetto per la 
successiva visualizzazione al microscopio. 
 
Marcatura anterograda del nucleo genicolato laterale dorsale (dLGN) 
 
Gli animali dei quali abbiamo analizzato la segregazione del dLGN, sono stati 
anestetizzati in etere e hanno ricevuto un’iniezione intravitreale di 0,1 µl (0,3 µl a P3) di 
subunità B della tossina colerica (CTB) coniugata con Alexa Fluo 488 (10 µg/µl, Molecular 
Probes) nell'occhio destro e CTB-Alexa Fluo 594 (10 µg/µl, Molecular Probes) nell'occhio 
sinistro almeno 24 ore prima della perfusione. 
Dopo un’attesa di 1-2 h affinché recuperassero dall’anestesia, i ratti sono stati restituiti 
alla madre. 
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Microscopia confocale  
 
Le immagini di retine processate per immunoistochimica, sia in sezione sia in whole-
mount, e di sezioni di dLGN sono state acquisite con un microscopio confocale DM6000 
(Leica), utilizzando obiettivi Olympus Optical UPLAPO 10X (dimensione del campo: 
1500x1500 µm) e 40X (375x375 µm). Le impostazioni tecniche di acquisizione (intensità 
del laser, guadagno, offset, pinhole) sono state ottimizzate inizialmente e mantenute 
costanti durante lo studio.  
 
Misurazione delle regioni del nucleo genicolato laterale dorsale (dLGN) 
 
Per ciascun animale, abbiamo acquisito 3-5 sezioni centrali coronali del dLGN, dove i due 
domini occhio-specifici appaiono meglio segregati (Naska et al., 2004; Menna et al., 2003; 
Stellwagen e Shatz, 2002; Rossi et al., 2001). Per ogni sezione è stata acquisita una serie 
di 8-12 piani con un passo di 2 µm.  
Per l'analisi ad alto ingrandimento della zona di sovrapposizione, abbiamo proceduto 
all’acquisizione di alcune immagini del confine tra le due proiezioni con un obiettivo 40X 
ad olio.  
Tutte le immagini di un serie sono state mediate e visualizzate come un unico piano 
focale. Il background è stato misurato come autofluorescenza del tessuto non marcato e 
sottratto al valore del segnale della fluorescenza. 
Le immagini così ottenute sono state analizzate con Metamorph al fine di ricavare le 
dimensioni delle regioni del dLGN occupate dalle proiezioni ipsilaterali o da quelle 
controlaterali. 
Abbiamo tracciato il perimetro esterno e interno delle proiezioni controlaterali, prestando 
notevole attenzione a discriminare dove la regione controlaterale lasciasse spazio a 
quella ipsilaterale nella zona di sovrapposizione.  
Le aree relative occupate dalle proiezioni ipsilaterale e controlaterale sono state calcolate 
dividendo ciascuna di esse per l’area totale del dLGN della stessa sezione. 
Per determinare il grado di sovrapposizione tra le proiezioni ipsilaterale e controlaterale 
del dLGN, la somma delle due aree è stata sottratta dall’area totale del dLGN ed espressa 
come percentuale di essa (Naska et al., 2004; Rossi et al., 2001; Stellwagen and Shatz, 
2002).  
 
Come convalida alle nostre analisi, abbiamo utilizzato un secondo metodo per saggiare il 
grado di segregazione del dLGN. Questo secondo tipo di misurazione analizza la varianza 
di R=log10I/C dove I è l’intensità dei pixels della proiezione ipsilaterale e C di quelli della 
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proiezione controlaterale. Maggiore è il valore della varianza di R, maggiore è il grado 
della segregazione (Torborg and Feller, 2004). 
 
Tutte le acquisizioni e le analisi del dLGN sono state effettuate in cieco rispetto all'età e 
alle condizioni sperimentali degli animali e delle retine (controllo, assenza o presenza 
delle onde di attività spontanea nella retina in seguito ad iniezione della tossina 
botulinica). 
 
Analisi statistica della segregazione del nucleo genicolato laterale dorsale 
(dLGN) 
 
L’analisi statistica dei valori dei dLGN analizzati è stata condotta con SigmaStat (SyStat, 
USA). Valori di p<0,05 sono da considerarsi significativi. 
Per la comparazione di due campioni, abbiamo utilizzato lo Student t-test; nel caso in cui il 
campione non passi il test di normalità o il test di uguaglianza delle varianze, abbiamo 
svolto il Mann-Whitney Rank Sum test.  
Per la comparazione di più campioni, come per la segregazione del dLGN a P9 in cui 
abbiamo controlli e iniettati con BoNT/E con o senza le onde retiniche di attività 
spontanea, abbiamo svolto il Kruskal-Wallis ANOVA on ranks with Dunn’s method for 
multiple comparisons. Nonostante l’analisi comparativa potesse essere fatta su più di due 
campioni, i valori di frequenza, area, velocità e correlazione sono stati analizzati con lo 
Student t-test o con il Mann-Whitney Rank Sum test poiché il Kruskal-Wallis ANOVA on 
ranks calcola anche comparazioni non di nostro interesse.  
Per il calcolo del fit lineare tra le regioni del dLGN e le frequenze delle onde nei due occhi 
ci siamo avvalsi di Origin (Microcal, USA); abbiamo condotto un F-test in cui il valore 
risultante è il grado con cui la retta di correlazione si discosta da una retta orizzontale per 
la quale la correlazione è nulla. 
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Risultati 
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Le onde di attività spontanea nella retina di ratto 
 
Gli esperimenti sono stati condotti su retine di ratto espiantate e mantenute vitali in ACSF 
ossigenato. Le età analizzate sono comprese tra la nascita (P0, post-natal day 0) e 
l’apertura delle palpebre (P14). Durante questo periodo, le cellule ganglionari retiniche 
(RGC) sono coinvolte in un’attività ritmica spontanea di tipo eccitatorio che si propaga 
nella retina sotto la forma di onde. Queste sono state registrate monitorando i livelli di 
calcio intracellulari tramite l’utilizzo di indicatori calcio fluorescenti. Per età comprese tra 
P0 e P6, abbiamo utilizzato l’indicatore Oregon Green BAPTA 1 – AM (OGB); per le altre 
età abbiamo utilizzato l’indicatore CALCIUM ORANGE AM (CO) che non viene captato 
dai vasi sanguigni e consente quindi di evitare problemi di visualizzazione delle cellule 
ganglionari dovuti alla presenza dei vasi in accrescimento sulla superficie retinica. 
 
Dinamica delle onde ritmiche spontanee 
 
Il primo intento del nostro lavoro è stato la caratterizzazione delle onde di attività 
spontanea nella retina di ratto nelle prime due settimane di vita.  
 
 
Figura 1. Onde di attività spontanea. La zona scura indica la regione di maggiore attività. P4: 
OGB, P8 e P12: CO. Frame rate: 1,4 Hz; barra di calibrazione: 200 μm. 
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Abbiamo registrato l’attività spontanea retinica per età comprese tra P0 e P14, registrando 
livelli di calcio intracellulari in filmati time-lapse di una regione predefinita dello strato delle 
cellule ganglionari.  
L’analisi dei filmati e delle immagini così ottenute ci ha permesso di definire, per tutte le 
età comprese tra P0 e P14, la frequenza, la velocità, l’area delle onde di attività 
spontanea nonchè la correlazione nell’attività di cellule vicine in funzione della distanza. 
L’analisi statistica dei valori ottenuti ha permesso di definire gruppi di età in cui le onde 
presentano parametri e comportamenti omogenei. 
 
Frequenza delle onde di attività spontanea 
La frequenza media per retina delle onde di attività spontanea, registrate alle singole età, 
ha un andamento piuttosto variabile durante le prime due settimane di vita del ratto (Fig. 
2a), con valori che oscillano tra 0,8 onde/minuto (un’onda ogni 75 secondi) e 1,5 
onde/minuto (un’onda ogni 40 secondi).  
Raggruppando i dati in periodi con proprietà omogenee, si osservano frequenze medie di 
circa 1 onda/minuto per le età P0-P6 (media+SD: 1,00+0,06 onde/min) e P10-P14 
(0,96+0,07 onde/min), ed un picco per le età P7-P9 in cui la frequenza raggiunge valori 
significativamente maggiori (1,42+0,09 onde/min) (Fig. 2b). 
 
 
Figura 2. Frequenza delle onde di attività spontanea. (a) frequenza media per singole età (b) 
frequenza media per gruppi di età, ottenuti in seguito ad analisi statistica (Mann-Whitney U test). 
Cerchio vuoto: dati individuali relativi a singole retine, Quadrato pieno: media, Box: mediana e 25-
75%, Whisker: range 5-95%. Campione: P0 3 retine/2 animali, P1 3/3, P2 3/3, P3 3/3, P4 3/3, P5 
3/3, P6 3/3, P7 3/2, P8 3/3, P9 26/22, P10 3/3, P11 3/2, P12 8/7, P13 2/1, P14 3/2. 
 
Velocità delle onde di attività spontanea 
La velocità media per retina delle onde di attività spontanea oscilla da valori inferiori ai 
100 μm/sec fino a valori che superano i 300 μm/sec, mostrando un comportamento 
diverso da quello della frequenza. Alla nascita (P0-P1), la velocità media delle onde di 
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attività spontanea per retina si aggira su valori compresi tra 150 e 200 µm/sec 
(media+SD: 162,05+7,14 µm/sec), ma già nei giorni successivi (P2-P4), tende ad 
aumentare oltrepassando i 200 µm/sec (217,40+4,10 µm/sec). Un ulteriore aumento, con 
il raggiungimento dei valori massimi, si registra per età comprese tra P5 e P7, con valori 
che oscillano tra 250 e 300 µm/sec (263,36+13,85 µm/sec). Trascorsa una settimana 
dalla nascita (P8-P11), i valori tornano a livelli paragonabili con quelli iniziali (144,78+8,19 
µm/sec) per poi aumentare negli ultimi giorni antecedenti l’apertura delle palpebre (P12-
P14), attestandosi nuovamente sui 200 µm/sec (196,09+14,98 µm/sec) (Fig. 3). 
 
 
Figura 3. Velocità delle onde di attività spontanea. (a) velocità media per singole età (b) velocità 
media per gruppi di età, ottenuti in seguito ad analisi statistica (Student t-test, (P2P4 vs P5P7): 
Mann-Whitney U test). Cerchio vuoto: dati individuali relativi a singole retine, Quadrato pieno: 
media, Box: mediana e 25-75%, Whisker: range 5-95%. Campione: P0 89 onde/6 retine/4 animali, 
P1 109/6/4, P2 84/5/3, P3 42/4/4, P4 68/7/4, P5 49/6/3, P6 28/5/3, P7 6/1/1, P8 47/5/4, P9 
51/14/12, P10 29/4/4, P11 11/1/1, P12 50/6/4, P14 25/4/3. 
 
Area delle onde di attività spontanea 
L’andamento dell’area delle onde di attività spontanea ricalca quello della velocità, con un 
aumento costante fino al raggiungimento di un picco, seguito da una repentina 
diminuzione e da un successivo aumento (Fig. 4a). Il range di variazione è molto più 
ampio rispetto agli altri parametri con età in cui l’area raggiunge valori più che triplicati 
rispetto alle condizioni registrate alla nascita. Alla nascita e nei giorni immediatamente 
successivi (P0-P2), le onde presentano una bassa estensione con valori di 0,29+0,03 
mm2 (media+SD). Tra P3 e P5, le onde crescono fino a raggiungere un’area di 0,55+0,02 
mm2 dopodichè si assiste ad un cospicuo aumento che le porta ad estendersi anche oltre 
1 mm2 (1,02+0,10 mm2), nelle età comprese tra P6 e P8. A partire da P9, l’area delle 
onde diminuisce tornando sui livelli iniziali (0,29+0,03 mm2), per poi aumentare 
nuovamente nei giorni antecedenti l’apertura delle palpebre (0,91+0,09 mm2) (Fig. 4b).  
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Figura 4. Area delle onde di attività spontanea. (a) area media per singole età (b) area media per 
gruppi di età, ottenuti in seguito ad analisi statistica (Mann-Whitney U test, (P0P2 vs P3P5): Student 
t-test). Cerchio vuoto: dati individuali relativi a singole onde, Quadrato pieno: media, Box: mediana 
e 25-75%, Whisker: range 5-95%. Campione: P0-P2 19 onde/3 retine/3 animali, P3-P5 15/3/3, P6-
P8 15/3/3, P9-P11 56/16/16, P12-P13 10/2/2. 
 
Correlazione spaziale dell’attività spontanea retinica 
La registrazione dell’attività spontanea delle cellule ganglionari retiniche nell’embrione di 
ratto e l’analisi delle onde di attività in altre specie hanno mostrato che l’attività di cellule 
vicine è fortemente correlata. Per confermare la dinamica con cui le cellule ganglionari si 
attivano, abbiamo calcolato la correlazione nell’attività di coppie di cellule o di regioni 
retiniche in funzione della loro distanza grazie ad un programma informatico 
appositamente realizzato. Questo tipo di analisi della correlazione dell’attività tra coppie di 
cellule, legata al calcio, è stata già validata da Wong e Oakley (1996). 
Questa analisi ha mostrato che la correlazione di attività tra cellule (o regioni) vicine 
diminuisce esponenzialmente con la distanza tra le cellule (o regioni). Plottando questi 
dati in istogrammi con un bin spaziale pari a 50 µm, abbiamo calcolato per le diverse età 
la massima percentuale di attività sincrona (che si riscontra tra cellule poste ad una 
distanza inferiore a 50 µm) e la distanza alla quale la correlazione iniziale risulta 
dimezzata. 
 
Nella prima settimana post-natale (P0-P7), due cellule poste ad una distanza inferiore a 
50 µm sono contemporaneamente attive in circa il 25% dei casi (media+SD: 
27,69+3,16%). Un valore che raddoppia nelle età P8-P9 (58,44+3,33%) confermando, 
anche in questo caso, una peculiarità per questo periodo dello sviluppo. Successivamente 
(P10-P14) si registra invece un calo fino a tornare su valori simili a quelli iniziali 
(19,09+2,44%) (Fig. 5a). 
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La correlazione nell’attività di coppie di cellule diminuisce all’aumentare della distanza tra 
le stesse. La distanza alla quale questo valore risulta dimezzato, varia con l’età. Nella 
prima settimana di vita del ratto (P0-P7), ad una distanza di 248,52+25,14 µm 
(media+SD) si registra un dimezzamento dell’attività correlata per coppie di cellule che 
tende a diminuire successivamente  (P8-P14), raggiungendo il valore di 172,35+13,32 µm 
(Fig. 5b). 
 
 
Figura 5. Correlazione spaziale delle onde di attività spontanea. (a) percentuale media di attività 
correlata per distanze inferiori a 50 µm (b) coefficiente medio di dimezzamento della correlazione. I 
gruppi di età sono ottenuti in seguito ad analisi statistica (P: Mann-Whitney U test, p: Student t-test). 
Cerchio vuoto: dati individuali relativi a singole retine, Quadrato pieno: media, Box: mediana e 25-
75%, Whisker: range 5-95%. Campione (a): P0-P5 18 retine/15 animali, P8-P9 6/6, P10-P14 13/9; 
campione (b): P0-P7 20 retine/16 animali, P8-P14 17/15. 
 
 
Complessivamente, questi risultati mostrano come per età comprese tra P8 e P9 si 
assista a cambiamenti marcati della dinamica delle onde di attività spontanea, 
suggerendo come questo momento possa essere un periodo importante per lo sviluppo 
dell’attività spontanea nella retina del ratto.  
 
I trasmettitori che controllano le onde di attività spontanea: analisi 
farmacologica 
 
Esperimenti farmacologici condotti in altri modelli animali hanno mostrato che le onde di 
attività spontanea sono soggette al controllo di vari neurotrasmettitori, alcuni con funzione 
eccitatoria, altri con funzione inibitoria. 
I neurotrasmettitori sono alla base della genesi delle onde, sia della determinazione di 
velocità, area e frequenza. In particolare, in tutte le specie analizzate, le onde retiniche 
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passano da una fase in cui dipendono dall’acetilcolina ad una fase in cui è il glutammato a 
determinarne la propagazione. 
 
Per verificare se anche nel ratto le onde di attività spontanea abbiano queste 
caratteristiche e per definire i tempi di questa transizione, abbiamo effettuato registrazioni 
di retine espiantate e caricate con l’indicatore calcio fluorescente, in ambienti contenenti 
esametonio, antagonista dei recettori colinergici nicotinici, o CNQX, antagonista dei 
recettori glutamatergici AMPA/kainato (Fig. 6a).  
 
 
Figura 6. Farmacologia delle onde di attività spontanea. (a) effetto della somministrazione di 
esametonio 100 µM o CNQX 50 µM sulle onde di attività spontanea a differenti età (b) controllo 
farmacologico delle onde alle differenti età. Campione: P0-P8 e P10-P14 3 retine per età, P9 8 
retine. 
 
Analizzando la risposta delle retine a questi trattamenti per ciascuna età compresa tra P0 
e P14, abbiamo ottenuto un diverso effetto dei due bloccanti farmacologici sulle onde di 
attività spontanea. Per età comprese tra P0 e P8, in seguito alla somministrazione di 
esametonio (100 µM), si assiste alla scomparsa completa delle onde retiniche che 
ricompaiono non appena il farmaco viene eliminato dalla soluzione; il CNQX (50 µM) non 
esercita invece alcun effetto sulle onde in questo periodo. 
Per età comprese tra P10 e P14, gli effetti del trattamento sono capovolti. La 
somministrazione di esametonio (100 µM) non da conseguenze particolari mentre il 
CNQX (50 µM) causa la scomparsa delle onde che ricompaiono quando il farmaco viene 
lavato via dalla retina. 
Le retine di animali P9 presentano una caratteristica peculiare. Nel 50% di esse (4/8), le 
onde di attività spontanea sono bloccate in seguito alla somministrazione di esametonio, 
ma non risentono della presenza del CNQX; nell’altro 50%, gli effetti si invertono (Fig. 6b). 
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La diversa risposta delle onde di attività spontanea al trattamento farmacologico in 
dipendenza dall’età mostra nel ratto gli stessi risultati visti in altri modelli animali nei quali 
si individuano più fasi, distinte dal neurotrasmettitore che stimola l’insorgenza delle onde.  
Il passaggio da un input colinergico ad uno glutamatergico nelle retine P9 è un’ulteriore 
dimostrazione dell’importanza che questa età riveste nello sviluppo della retina di ratto. 
 
Blocco delle onde retiniche di attività spontanea 
 
Definite le proprietà delle onde di attività spontanea, la nostra intenzione era quella di 
bloccare le stesse al fine di valutare possibili alterazioni che ciò avrebbe indotto sulle 
proiezioni retiniche verso i centri visivi come il nucleo genicolato laterale dorsale (dLGN).  
Nel sistema nervoso periferico, la tossina botulinica di tipo E (BoNT/E) viene 
selettivamente captata dai terminali colinergici nei quali blocca la neurotrasmissione 
grazie al cleavage dell’estremità carbossiterminale della proteina SNAP-25, necessaria 
per l’esocitosi a livello sinaptico. Ci siamo quindi chiesti se BoNT/E possa avere lo stesso 
effetto nei terminali colinergici della retina, bloccando le onde retiniche nel periodo in cui 
queste dipendono dalla trasmissione colinergica. 
 
Per definire se BoNT/E esercitasse la sua azione anche nella retina e quale fosse 
eventualmente il suo bersaglio, abbiamo condotto delle reazioni di immunoistochimica a 
varie età su retine iniettate con BoNT/E 5 nM a P3, utilizzando l’anticorpo SNAP/e che è 
in grado di riconoscere la proteina SNAP-25 dopo il cleavage causato da BoNT/E. 
Abbiamo individuato il segnale della marcatura nello strato nucleare interno della retina 
(INL), precisamente nelle cellule amacrine colinergiche, visibili grazie alla doppia 
marcatura con SNAP/e (verde) e ChAT (choline acetyl-transferase, rosso), loro marcatore 
specifico, in rosso (Fig. 7). Dopo una singola iniezione di BoNT/E a P3, la marcatura con 
SNAP/e si osserva a P4, a P9 e a P12, indicando un’azione prolungata della tossina sulle 
cellule ChAT. 
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Figura 7. La tossina botulinica agisce sulle cellule amacrine colinergiche (a) doppia rivelazione 
immunoistochimica per colina acetil-transferasi (ChAT, rosso) e SNAP25-cleaved by BoNT/E 
(SNAP/E, verde) in sezioni di retina P9 di controllo e (b) iniettate con BoNT/E a P3 (barra di 
calibrazione: 20 µm). 
 
La tossina botulinica è quindi in grado di bloccare l’esocitosi delle vescicole sinaptiche 
contenenti acetilcolina, bloccando in modo continuo questa circuiteria, e la sua azione 
nella retina si manifesta solo nelle cellule amacrine colinergiche, responsabili 
dell’insorgenza delle onde di attività spontanea.  
Dato che BoNT/E agisce selettivamente sulle cellule colinergiche, ci siamo chiesti se e 
con quali modalità interferisca con le onde retiniche. A tal fine abbiamo iniettato 
intraocularmente una soluzione di BoNT/E 5 nM in ratti P3, analizzandone gli effetti sulle 
onde di attività spontanea a diverse età successive all’iniezione.  
 
Nelle età comprese tra P4 e P8, tutte le retine analizzate dopo iniezione di BoNT/E (35) 
non presentano alcuna onda di attività spontanea, pur mantenendo una leggera attività di 
base nelle singole cellule (Fig. 8). A P9 abbiamo registrato due risultati differenti; in 30 
retine sulle 47 registrate, le onde di attività spontanea erano ricomparse mentre nelle 
restanti 17 erano ancora assenti. Tra P10 e P13, tutte le retine (23) avevano recuperato la 
loro attività ritmica. Retine di controllo o iniettate con il veicolo presentano sempre onde di 
attività spontanea in questo intervallo di età (N=137) (Fig. 8). 
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Figura 8. Effetto della tossina botulinica sulle onde di attività spontanea. (a) fronte di un’onda 
in una retina P4 di controllo o (b) iniettata con BoNT/E; (a’-b’) frame sequenziali delle onde 
precedenti (barre di calibrazione: 200 µm); (c) time-course della fluorescenza normalizzata (dF/F0) 
di singole cellule ganglionari retiniche caricate con OGB-1 AM in retina P4 di controllo e (d) iniettata 
con BoNT/E (barra di calibrazione: 20 µm) (e) tutte le retine di controllo registrate presentano onde 
di attività spontanea (N=137); la presenza delle onde nelle retine iniettate con BoNT/E varia con 
l’età (P4 N=11, P5/8, P6/4, P7/4, P8/8, P9/47, P10/9, P11/7, P12/7). 
 
I risultati ottenuti mostrano che BoNT/E è in grado di bloccare le onde di attività 
spontanea fino a P9; terminato il blocco, le onde tornano ad attraversare la retina. 
 
In letteratura, esiste un caso sperimentale in cui le onde di attività spontanea sono assenti 
se le retine sono mantenute in ACSF, ma si manifestano se si utilizza un mezzo di coltura 
più ricco (Sun et al., 2008). Abbiamo quindi verificato che le onde fossero bloccate anche 
in retine registrate utilizzando un mezzo di coltura diverso (MEMS) rispetto al mezzo 
ACSF che solitamente utilizziamo. In conclusione, l’iniezione intraoculare della tossina 
botulinica E è in grado di bloccare le onde di attività spontanea, in maniera continua, ma 
reversibile (Fig. 9a-b). 
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Essendo in grado di bloccare le onde di attività spontanea, ci siamo chiesti se BoNT/E 
causasse danni nella fisiologia o nell’istologia della retina. 
La ridotta attività spontanea che le cellule ganglionari retiniche mantengono anche dopo 
l’iniezione della tossina botulinica indica che queste sono ancora vitali e attivabili. 
Ad ulteriore conferma di ciò, abbiamo registrato la risposta delle cellule ganglionari di 
retine iniettate con BoNT/E, alla somministrazione esogena di KCl 10 mM. Il KCl è in 
grado di indurre una risposta depolarizzante nella membrana delle RGC, con 
conseguente aumento della loro fluorescenza, dimostrando che le onde sono assenti per 
mancanza di input alle RGCs che continuano invece ad essere in grado di rispondere ad 
una stimolazione esterna (Fig. 9c). 
 
 
 
Figura 9. Controllo dell’attività delle cellule ganglionari retiniche. (a-b) time-course della 
fluorescenza normalizzata (dF/F0) di singole cellule ganglionari caricate con OGB-1 AM in retina P4 
di controllo e iniettata con BoNT/E, in presenza di ACSF o di MEMS (barra di calibrazione: 20 µm) 
(c) risposta delle cellule ganglionari di retine iniettate con BoNT/E in seguito alla somministrazione 
locale di KCl 10 mM (barra di calibrazione: 200 µm). 
 
Il passo successivo è stato quello di controllare se la tossina botulinica inducesse 
alterazioni sull’istologia della retina del ratto.  
 
Abbiamo quindi analizzato retine iniettate con BoNT/E 5 nM, con il veicolo o di controllo 
per verificare possibili effetti sullo sviluppo delle cellule ganglionari retiniche e sulla 
stratificazione della retina. 
Sezioni trasversali, marcate con propidio ioduro, di retine P9 iniettate con BoNT/E 5 nM a 
P3 non presentano alcuna differenza nella disposizione degli strati retinici rispetto a 
campioni di controllo o iniettati con il veicolo e il numero di cellule nello strato delle cellule 
ganglionari (GCL) è simile nei tre casi (media+SD CTRL: 125,19+4,64 cells/mm, 
VEICOLO: 117,78+2,31, BoNT/E: 112,22+0,79) (Fig. 10a-b). 
La proteina neurofilamenti-150 è un marcatore delle cellule ganglionari retiniche e degli 
assoni che esse originano. Utilizzando questo marcatore su retine whole-mount di ratti P9 
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iniettate con BoNT/E 5 nM a P3, non abbiamo evidenziato alcuna alterazione nella 
morfologia cellulare. Inoltre, il numero di cellule NF150+/mm2 non differisce tra retine di 
controllo, iniettate con il veicolo o con la tossina botulinica (media+SD CTRL: 2305+45 
cells NF150+/mm2, VEICOLO: 2404+148, BoNT/E: 2749+166) (Fig. 10c-e). 
 
 
Figura 10. Effetto della tossina botulinica sull’istologia della retina. (a) marcatura mediante 
propidio ioduro dei nuclei degli strati cellulari delle retine P9 di controllo, iniettate con il veicolo o con 
BoNT/E (barra di calibrazione: 25 µm) (b) numero di RGC per mm (N=20 sezioni/3 retine per 
campione; p=0,07 One way ANOVA) (c-d) reazione di immunoistochimica per NF150 in retine P9 di 
controllo, iniettate con il veicolo o con BoNT/E (barre di calibrazione: 100 µm e 400 µm) (e) numero 
di RGC NF150+ per mm2 (N=3 retine per campione; p=0,115 One way ANOVA). 
 
I risultati ottenuti dimostrano che la tossina botulinica E è in grado di bloccare l’attività 
spontanea retinica, senza causare evidenti danni retinici. 
 
Recupero dell’attività dopo il blocco: caratteristiche delle onde di attività spontanea 
a P9 
 
Al fine di capire se l’attività spontanea registrata che ricompare dopo l’iniezione di 
BoNT/E, avesse parametri uguali a quelli di controllo, abbiamo analizzato le 
caratteristiche delle onde di attività spontanea che ricompaiono a P9 dopo il blocco dovuto 
a BoNT/E.  
La marcatura con SNAP/e, conferma della presenza della tossina botulinica ancora attiva 
nelle cellule amacrine colinergiche, e la scomparsa delle onde in seguito all’aggiunta di 
CNQX 50 µM nel mezzo di incubazione, confermano che la loro ricomparsa è dovuta al 
passaggio da un input colinergico ad uno glutamatergico (Fig. 11g,h). 
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Figura 11. Recupero delle onde di attività spontanea a P9 dopo iniezione della tossina botulinica. 
(a-c) onde di attività spontanea in retine P9 di controllo e iniettate con BoNT/E (barre di calibrazione: 200 
µm) (d-e) time-course della fluorescenza normalizzata (dF/F0) di singole cellule ganglionari caricate con 
CO AM in retine P9 di controllo e iniettate con BoNT/E (d - barra di calibrazione: 25 µm) (f) durata del 
picco di attività nelle singole cellule (g) doppia reazione di immunoistochimica per ChAT e SNAP/E in 
sezioni di retina P9 di controllo e iniettate con BoNT/E a P3 (barra di calibrazione: 20 µm) (h) effetto del 
CNQX (50 µM) sulle onde in retine di controllo e iniettate con BoNT/E in cui le stesse sono ricomparse (i) 
area delle onde (Ctrl 40 onde/7 retine, BoNT/E-ω 29/7, p=0,59 Student t-test) (j) velocità delle onde (Ctrl 
52/7, BoNT/E-ω 29/7, p=0,9 Student t-test) (k) frequenza media delle onde (Ctrl 19 retine, BoNT/E-ω 30, 
p=0,019 Mann-Whitney U test) (l) correlazione spaziale ottenuta come frequenza media di attivazione 
simultanea di coppie di cellule in funzione della distanza; ogni curva è stata ottenuta dalla media di 6 onde 
in 6 retine differenti (m) percentuale di correlazione per cellule poste ad una distanza inferiore a 50 µm 
(Ctrl 25/7, BoNT/E-ω 17/7, p=0,45 Student t-test) (n) coefficiente di decadimento della correlazione (Ctrl 
25/7, BoNT/E-ω 17/7, p=0,38 Mann-Whitney U test). I cerchi in rosso sono le medie+SD mentre le barre 
sono mediane e quartili. 
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Le retine trattate con BoNT/E che hanno recuperato le onde di attività spontanea, che 
d’ora in avanti chiameremo “BoNT/E-ω”, presentano valori medi di area delle onde, 
velocità e correlazione tra coppie di cellule simili alle retine di controllo (Fig. 11i-n). Solo la 
frequenza media delle onde per retina mostra a P9 una leggera differenza dal controllo, 
effetto che non si presenta ad età successive come P12 (Fig. 11k).  
Quindi, nelle retine iniettate con BoNT/E che hanno recuperato l’attività spontanea a P9, 
parametri e caratteristiche delle onde sono confrontabili con quelli delle retine di controllo. 
 
Effetto del blocco delle onde di attività spontanea retinica 
sulla segregazione delle proiezioni retinogenicolate 
 
Definiti gli effetti della tossina botulinica sulle onde di attività spontanea, abbiamo 
concentrato la nostra attenzione sulle conseguenze del blocco di tale attività sulla 
segregazione delle proiezioni retiniche al nucleo genicolato laterale dorsale. 
Nel ratto normale, la segregazione delle proiezioni retinogenicolate ha inizio a tre giorni 
dalla nascita e raggiunge la sua completezza dopo circa una settimana. A P3 le proiezioni 
dei due occhi sono sovrapposte (Fig. 12); raggiunta la maturazione, ciascun occhio 
innerva una regione distinta del dLGN (Naska et al., 2004).  
Per misurare le regioni di terminazione delle proiezioni retiniche abbiamo sfruttato il 
trasporto anterogrado della subunità B della tossina colerica coniugata con fluorocromi 
diversi. In particolare, abbiamo effettuato l’iniezione intraoculare della tossina colerica 
coniugata ad un fluorocromo rosso nell’occhio sinistro e verde nell’occhio destro, un 
giorno prima dell’espianto delle retine e del dLGN.  
Inizialmente abbiamo definito le condizioni dei dLGN antecedenti la segregazione, 
analizzando le componenti ipsilaterale, controlaterale e di sovrapposizione in animali P3. 
Le immagini mostrano che tutto il dLGN è innervato da proiezioni dalla retina 
controlaterale e per circa il 20% (media+SD: 20,76+0,86%) da proiezioni dalla retina 
ipsilaterale, completamente sovrapposte alle precedenti (Fig. 12).  
 
Figura 12. Nucleo genicolato laterale dorsale (dLGN) 
in ratti P3. Marcatura anterograda del dLGN mediante 
tossine coleriche, recanti fluorocromi rosso o verde, 
iniettate nei due occhi. Barra di calibrazione: 200 µm. 
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Per verificare l’effetto del blocco delle onde di attività spontanea, abbiamo quindi iniettato 
le retine di ratto P3 con 800 nl di BoNT/E 5nM, misurando le dimensioni delle proiezioni 
ipsilaterale, controlaterale e di sovrapposizione del dLGN a P9.  
Per ciascun animale, iniettato con il veicolo o con la soluzione contenente la tossina 
botulinica, abbiamo proceduto al saggio dell’attività spontanea della retina e all’analisi 
delle proiezioni della stessa ai nuclei genicolati laterali dorsali. 
 
In tutti gli animali iniettati con il veicolo abbiamo registrato normali onde di attività 
spontanea retinica a P9. Negli animali trattati con la tossina botulinica intraocularmente, 
abbiamo trovato che l’attività spontanea era ricomparsa in entrambi gli occhi in 15 casi su 
24 mentre nei restanti 9, le onde erano bloccate in entrambi gli occhi. 
 
 
Figura 13. Effetto del blocco delle onde di attività spontanea retinica sulla segregazione del 
dLGN. (a-c) marcatura anterograda del dLGN mediante iniezione intraoculare di tossine coleriche 
recanti fluorocromi rosso e verde (rosso: controlaterale, verde: ipsilaterale, giallo: regione di 
sovrapposizione) (a’-c’) ingrandimento della regione di sovrapposizione, solo porzione 
controlaterale (a’’-c’’) ingrandimento della regione di sovrapposizione, controlaterale e ipsilaterale 
(barre di calibrazione: 100 µm). 
 
Analizzando il grado di segregazione delle proiezioni retinogenicolate negli stessi animali, 
abbiamo visto che la segregazione si era verificata negli animali che avevano recuperato 
l’attività spontanea mentre era bloccata allo stadio iniziale in quelli privi di onde (Fig. 13). 
L’analisi quantitativa delle singole proiezioni mostra differenze significative tra i dLGN di 
animali di controllo e animali che non manifestano ancora le onde di attività spontanea, 
per la componente ipsilaterale, controlaterale e di sovrapposizione. Al contrario, tali valori 
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sono confrontabili con quelli degli animali che hanno recuperato le onde di attività 
spontanea (Fig. 14).  
Lo stesso risultato si ottiene con un metodo di quantificazione della segregazione 
indipendente, basato sulla varianza del logaritmo dell’intensità dei pixels delle proiezioni 
dei due occhi, che aumenta proporzionalmente con la segregazione, come descritto in 
Torborg and Feller (2004) (fig. 14b). 
 
 
 
Figura 14. Porzioni del dLGN occupate dalle proiezioni controlaterali, ipsilaterali o di 
sovrapposizione in controlli P9 e in ratti iniettati con BoNT/E con (BoNT/E-ω) o senza 
(BoNT/E-nω) onde. (a-b) Le barre sono i valori delle mediane e ogni cerchio corrisponde ad un 
dato (** p<0,01 n.s. p>0,1; Kruskall-Wallis ANOVA on ranks, Dunn’s multiple comparison); 
campione: OVERLAP 14 Ctrl, 9 BoNT/E-nω, 23 BoNT/E-ω - IPSILATERAL PROJECTION 15 Ctrl, 
11 BoNT/E-nω, 23 BoNT/E-ω - CONTRALATERAL PROJECTION 18 Ctrl, 11 BoNT/E-nω, 23 
BoNT/E-ω 
 
Quindi a P9 la segregazione è bloccata in assenza delle onde di attività spontanea e 
presente quando ci sono onde retiniche. 
Per capire se questo significhi che la segregazione è bloccata dall’assenza di onde e 
attivata non appena le onde recuperano, abbiamo analizzato la segregazione delle 
proiezioni retiniche al dLGN a diverse età dopo iniezione di BoNT/E a P3.  
A P8, infatti, tutti gli animali iniettati con BoNT/E non hanno onde retiniche di attività 
spontanea e la segregazione dei rispettivi dLGN è bloccata. Al contrario, i controlli 
presentano valori intermedi delle dimensioni delle singole proiezioni al dLGN, mostrando 
che la segregazione è un processo sequenziale e continuo che ha inizio a P3 e si protrae 
almeno fino a P9 (Fig. 15). 
A P12, gli animali iniettati con BoNT/E hanno un’attività ritmica indistinguibile dai controlli; 
inoltre, la segregazione si è completata regolarmente con i valori delle regioni del dLGN 
confrontabili tra loro e simili a quelli riscontrati a P9, rispettivamente della componente 
ipsilaterale (media+SD: 13,52+3,39%), controlaterale (92,11+1,46%) e di sovrapposizione 
(4,96+1,45%). 
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Figura 15. Segregazione delle proiezioni retinogenicolate nel ratto tra P3 e P12. I dati sono 
indicati come mediane e quartili; per una migliore visualizzazione, BoNT/E-ω e BoNT/E-nω P9 
presentano un’ascissa non allineata (* p<0,01; Kruskall-Wallis ANOVA on ranks, Dunn’s multiple 
comparison per P9, Mann-Whitney U test per le altre età; P3 9 dLGN/6 animali -  P8 Ctrl 8/6, 
BoNT/E 9/6 - P9 Ctrl 18/10, BoNT/E-nω 11/8, BoNT/E-ω 23/16 - P12 Ctrl 6/4, BoNT/E 8/6). 
 
Quindi, mentre normalmente la segregazione del dLGN nel ratto si verifica in maniera 
graduale tra P3 e P9 (Menna et al., 2003;. Naska et al., 2004), con la scomparsa della 
zona di sovrapposizione, negli animali trattati con BoNT/E, la segregazione è bloccata 
perchè le onde di attività spontanea sono assenti nella retina; quando queste compaiono, 
la segregazione parte e si completa rapidamente. 
 
E’ importante escludere che i risultati ottenuti non derivino da casi in cui l’iniezione di 
BoNT/E sia risultata inefficace. Qualsiasi retina iniettata con la tossina botulinica a P3 e 
che mostri onde di attività spontanea se registrata a P9, potrebbe essere una retina in cui 
l’iniezione non ha avuto efficacia. La presenza delle onde a P9, quindi, potrebbe non 
essere dovuta ad un recupero dell’attività quanto piuttosto ad un normale manifestarsi 
delle stesse come nei controlli. Questo comporterebbe una segregazione simile a quella 
dei controlli. Se si verificasse un numero sufficiente di errori, l’affidabilità delle analisi di 
segregazione sarebbe compromessa. La probabilità che ciò si verifichi può essere stimata 
con una simulazione Monte Carlo. La simulazione dimostra che la probabilità di ottenere 
risultati derivanti da errori di iniezione è inferiore a 2x10-5 (BOX 1). La presenza di SNAP/e 
in tutte le retine BoNT/E-ω testate (10 a P9 e 3 a P12) è un’ulteriore conferma 
indipendente di questo. 
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BOX 1 - Simulazione Monte Carlo per stimare l’affidabilità dell’effetto della tossina 
botulinica 
 
La presenza di onde retiniche di attività spontanea a P9 dopo iniezione di BoNT/E a P3 potrebbe 
essere dovuta ad un errore di iniezione; questo comporterebbe non un recupero delle onde quanto 
una loro continua presenza tra P3 e P9, inducendo un errore di interpretazione dei risultati della 
segregazione nel dLGN. La probabilità che ciò si verifichi può essere stimata utilizzando una 
simulazione Monte Carlo.  
La simulazione presuppone che le 105 
retine iniettate con BoNT/E contengano un 
certo numero (f) di fallimenti e stima la 
probabilità che un numero sufficiente di 
fallimenti sia avvenuto a P9 e P12, 
rendendo inaffidabile l’analisi condotta 
sulla segregazione, e che nessuno sia 
accaduto prima di P9, reso evidente dalla 
presenza di onde di attività spontanea.  
Abbiamo quindi stabilito il numero minimo 
di errori necessari per rendere inaffidabile l'analisi del dLGN. Analizzando la regione di 
sovrapposizione del dLGN, abbiamo visto che, al fine di rendere inattendibile il test di significatività 
statistica, sarebbero stati necessari 12 fallimenti sui 23 casi analizzati a P9 e 4 degli 8 analizzati a 
P12.  
La simulazione sfrutta i dati ottenuti sperimentalmente in cui sono state registrate 105 retine 
iniettate con BoNT/E, divise in tre set: 35 di età inferiore a P9, 47 a P9 (con onde presenti nel 64% 
dei casi) e 23 per età superiori a P9. 
La simulazione ha tenuto conto delle seguenti condizioni: 
• il primo set di dati non contiene fallimenti (nessuna delle 35 retine analizzate presenta onde di 
attività spontanea) 
• nel secondo set, 23 (il sottoinsieme utilizzato per analizzare la segregazione nel dLGN a P9) 
delle 47 retine analizzate presentano almeno 12 fallimenti 
• nel terzo set, 8 (il sottoinsieme utilizzato per analizzare la segregazione nel dLGN a P12) delle 
23 retine analizzate presentano almeno 4 fallimenti 
La probabilità è stata stimata in funzione del numero totale di fallimenti che variano da un minimo di 
16 (12 a P9 e 4 a P12) ad un massimo di 70 (47 a P9 e 23 a P12; i 35 dati del primo set soddisfano 
comunque la prima condizione). 
Per ciascun fallimento abbiamo effettuato 5x107 simulazioni; ognuna di esse è stata eseguita da 
una permutazione casuale di un vettore binario fatto di (f) fallimenti e di 105-(f) successi. Nel 
vettore, le prime 35 posizioni rappresentano il primo set di dati (retine registrate prima di P9), le 
successive 47 il secondo set (retine registrate a P9) e le ultime 23 il terzo set (retine registrate 
dopo P9). 
Per ciascuna condizione di (f), abbiamo stimato la probabilità di quante delle 5x107 simulazioni 
soddisfino le condizioni suddette. La probabilità è un grafico in funzione di (f). 
Se il numero di errori è piccolo, è improbabile che possa selezionare in modo casuale 16 fallimenti 
(12 a P9, 4 a P12) tra i 23 casi analizzati a P9 e gli 8 a P12. D'altra parte, se il numero di errori è 
grande, è molto improbabile che i 35 casi analizzati prima di P9 abbiano tutti successo. 
 
 62
Avendo registrato l’attività retinica e la segregazione negli stessi animali, abbiamo potuto 
indagare se esistano relazioni tra i parametri delle onde retiniche e la segregazione del 
dLGN 
Abbiamo trovato che la velocità media delle onde, l'area e la percentuale di correlazione 
con la distanza delle cellule variano limitatamente da retina a retina e non correlano in 
alcun modo con il grado di segregazione nel dLGN. Al contrario, la frequenza media delle 
onde varia considerevolmente da retina a retina ed è correlata con il grado di 
segregazione nel dLGN. 
 
 
Estensione delle proiezioni retinogenicolate a P9 
 
Figura 16. Correlazione tra le regioni del dLGN e la frequenza delle onde di attività spontanea 
nei due occhi. (a-c-e) dipendenza delle componenti ipsilaterale, controlaterale e di sovrapposizione 
dall’occhio ipsilaterale (b-d-f) dipendenza delle componenti ipsilaterale, controlaterale e di 
sovrapposizione dall’occhio controlaterale. Le barre in grigio su ciascun grafico rappresentano 
l’estensione della medesima regione nei dLGN di controllo. Fit data (F-test, fit slope è il grado cui la 
retta si discosta da una retta orizzontale, indice di una correlazione nulla): (a) p<10-4, n=24, fit slope 
(sl)=-7,7 (b) p=0,11, n=23 (c) p=0,06, n=27 (d) p<10-4, n=24, sl=-5 (e) p<10-4, n=21, sl=-9,5; (f) 
p=0,02, n=20, sl=-6,5.  
 
 
L’analisi statistica condotta mostra una relazione marcata tra l’estensione delle regioni 
controlaterale, ipsilaterale e di sovrapposizione e la frequenza delle onde retiniche di 
attività spontanea (Fig. 16). Questa correlazione si osserva solo tra le dimensioni delle 
proiezioni al dLGN e la frequenza delle onde della retina dalla quale tali proiezioni 
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originano; ciò significa che la correlazione si presenta solamente tra le proiezioni 
ipsilaterali e la frequenza delle onde nella retina dello stesso lato dell’animale e tra quelle 
controlaterali e la frequenza delle onde nella retina opposta. Un caso particolare è 
rappresentato dalla regione di sovrapposizione, la cui estensione dipende dalle proiezioni 
sia dell’occhio ipsilaterale (r2=0,71) che dell’occhio controlaterale (r2=0,25), in quanto 
entrambe contribuiscono alla sua genesi.  
 
Quindi, questi risultati indicano che le proiezioni retinogenicolate sono legate alla 
frequenza delle onde di attività spontanea della retina dalla quale originano e non 
all’attività dell’altro occhio. 
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Discussione 
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Le onde di attività spontanea nella retina di ratto sono simili a 
quelle di altri modelli sperimentali 
 
Il nostro obiettivo è stato quello di modificare l’attività spontanea della retina per valutare 
eventuali effetti sul processo di segregazione del nucleo genicolato laterale dorsale 
(dLGN). Per questo motivo, il primo passo è stato quello di definire le caratteristiche delle 
onde retiniche di attività spontanea. 
Abbiamo trovato che le retine di ratti neonati presentano onde di attività spontanea che 
hanno caratteristiche farmacologiche e parametri dinamici, simili a quelle registrate in altri 
modelli sperimentali come coniglio, topo e furetto (Syed et al., 2004; Feller et al., 1996; 
Stellwagen et al., 1999). Anche nel ratto, le onde di attività spontanea sono caratteristiche 
del periodo che precede l’apertura delle palpebre e l’inizio dell’attività visiva. Questo 
stretto parallelismo con quanto osservato in altre specie suggerisce che le onde di attività 
spontanea si manifestino anche già prima della nascita, come descritto da Syed e 
collaboratori nel coniglio (Syed et al., 2004), e come suggerito da registrazioni in vivo 
dell’attività spontanea di singole RGC in feti di ratto (Galli and Maffei, 1988). 
 
Come in altre specie, anche nel ratto, il controllo delle onde di attività spontanea retinica è 
affidato a neurotrasmettitori che possono comportarsi da stimolatori o inibitori della 
propagazione delle stesse. L’azione dei neurotrasmettitori, rilasciati da alcune popolazioni 
cellulari della retina, si manifesta sulle cellule ganglionari retiniche che generano bursts di 
impulsi nervosi. A questa attivazione si associa in maniera univoca un aumento del calcio 
intracellulare, la cui registrazione con indicatori calcio permette di visualizzare l’attività 
spontanea su larga scala, come la registrazione della scarica spontanea da singole cellule 
non consente di fare. 
Abbiamo visto che, al variare dell’età, varia il neurotrasmettitore responsabile della 
generazione delle onde di attività spontanea nella retina. Nel ratto, la genesi delle onde è 
dovuta alla trasmissione colinergica per età comprese tra la nascita e P8; nelle età 
successive e fino all’apertura delle palpebre, la genesi delle onde è dovuta ad input di tipo 
glutamatergico. Questo dualismo dei neurotrasmettitori implicati nell’insorgenza delle 
onde nella retina neonatale è stato individuato anche in lavori precedenti nel coniglio 
(Syed et al., 2004), nel furetto (Stellwagen and Shatz, 2002) e nel topo (Stacy et al., 
2005).  
Ad ogni età analizzata, le retine presentano onde di attività spontanea la cui insorgenza è 
regolata da un solo neurotrasmettitore; in ratti P9, invece, le onde possono essere 
controllate dalla circuiteria colinergica o da quella glutamatergica. Nel 50% dei casi 
analizzati, le onde scompaiono se viene somministrato un inibitore dei recettori colinergici 
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nicotinici (esametonio), ma non risentono in alcun modo della presenza di inibitori dei 
recettori glutamatergici di tipo AMPA/kainato (CNQX); nell’altro 50% dei casi, gli effetti 
sono invertiti. Ciò significa che P9 è l’età in cui avviene il passaggio da un input 
colinergico ad uno glutamatergico e la differenza di risposta delle retine agli inibitori è 
dovuta ad un diverso avanzamento del grado di sviluppo delle stesse. 
Oltre che per i neurotrasmettitori che ne scatenano l’insorgenza, nella retina di ratto 
abbiamo trovato similitudini con altri modelli animali anche per i parametri spaziali e 
temporali delle onde di attività spontanea. 
Nel furetto il periodo refrattario di una regione retinica, che indica la distanza temporale tra 
due onde consecutive, oscilla tra 40 e 60 secondi (Feller et al., 1996); i dati trovati nel 
ratto individuano una variazione di tale parametro compresa tra 40 e 75 sec.  
Nel coniglio, la velocità di propagazione delle onde di attività spontanea è circa 200 
µm/sec nella fase colinergica e circa 160 µm/sec in quella glutamatergica (Syed et al., 
2004); nel furetto e nel topo, nella prima settimana di vita, si aggira sui 220 µm/sec 
(Stellwagen et al., 1999). Nel ratto abbiamo trovato parametri confrontabili in quanto nella 
prima settimana di vita dell’animale, in cui l’insorgenza delle onde è controllata 
dall’acetilcolina, i valori della velocità sono compresi tra 160 e 260 µm/sec, per poi 
diminuire e attestarsi su 160-200 µm/sec nella seconda settimana quando l’input è 
glutamatergico. 
L’area delle onde di attività spontanea presenta valori simili a quelli registrati in altri 
modelli animali; nel ratto abbiamo registrato onde con aree che oscillano tra 0,29 e 0,55 
mm2 nella prima settimana di vita, valori paragonabili a quelli di topo e furetto (Stellwagen 
et al., 1999). 
Anche i parametri di attività correlata tra coppie di cellule confermano similitudini con 
quelli delle sequenze di spikes registrate nelle retine di altri modelli sperimentali, ad 
esempio nel topo (Stacy et al., 2005). 
 
I risultati ottenuti nel ratto sono la dimostrazione che le caratteristiche delle onde retiniche 
di attività spontanea non presentano differenze di rilievo rispetto ai modelli sperimentali 
precedentemente saggiati. Questo conferma la natura generale di questo fenomeno nello 
sviluppo e suggerisce che esso abbia un ruolo importante nello sviluppo stesso. La 
definizione del comportamento delle onde di attività spontanea nelle prime due settimane 
di vita del ratto, oltre a caratterizzare il fenomeno in una nuova specie, ha importanza in 
quanto documenta la presenza delle onde di attività in vitro nell’unico animale in cui 
l’attività spontanea retinica è stata registrata anche in vivo (Galli and Maffei, 1988; Maffei 
and Galli-Resta, 1990). 
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I parametri delle onde di attività spontanea nella retina di ratto 
presentano variazioni dipendenti dall’età 
 
L’analisi dei parametri delle onde retiniche di attività spontanea per ciascuna età 
compresa tra la nascita e l’apertura delle palpebre ci ha permesso di definire periodi in cui 
le onde hanno comportamenti omogenei. 
Nella nostra analisi, abbiamo raggruppato i dati delle onde in periodi con proprietà 
omogenee, tenendo conto del variare dei parametri di velocità, frequenza e area. 
La frequenza si mantiene stabile con onde di attività spontanea che attraversano il campo 
analizzato ogni 60 secondi circa durante le prime due settimane di vita del ratto, eccetto 
che nelle età P7-P9, in cui si registra un incremento della frequenza con conseguente 
diminuzione dell’intervallo tra onde consecutive. Un comportamento identico si registra 
anche nella correlazione dell’attività di cellule vicine che ha un picco di 20-25% per tutte le 
età, eccetto che nell’intervallo P8-P9 in cui raddoppia. 
Velocità e area seguono invece un andamento piuttosto simile con bassi valori iniziali che 
tendono ad aumentare dopo 2-3 giorni dalla nascita fino a raggiungere un picco al termine 
della prima settimana; successivamente si assiste ad un calo repentino con il ritorno ai 
livelli iniziali, seguito da un aumento nei giorni che precedono l’apertura delle palpebre. 
 
La variazione dei parametri delle onde ricalca fedelmente la risposta che le stesse hanno 
nei confronti degli inibitori dei recettori colinergici e glutamatergici. E’ possibile definire 
quindi un intervallo di età in cui le onde di attività spontanea presentano caratteristiche 
che le rendono peculiari rispetto agli altri periodi delle prime due settimane di vita del 
ratto. I cambiamenti maggiori di frequenza, velocità, area e correlazione spaziale delle 
onde di attività spontanea sono registrati nell’intervallo di età P8-P9, al livello del quale 
abbiamo individuato anche il passaggio dall’input colinergico a quello glutamatergico per 
la genesi delle onde. 
Probabilmente le minori variazioni che si registrano nell’area e nella velocità delle onde 
con l’età riflette l’azione di modulazione di specifici trasmettitori, quali il GABA, che non 
sono coinvolti nella genesi del fenomeno, ma sono noti modularne le proprietà spazio-
temporali in altre specie. Ad esempio, nella retina di coniglio, l’inibizione dei recettori 
GABAergici mediante picrotossina è in grado di far aumentare l’area e la velocità delle 
onde (Syed et al., 2004).  
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La tossina botulinica (BoNT/E) blocca le onde di attività 
spontanea nella retina di ratto  
 
In letteratura, la relazione tra segregazione delle proiezioni retiniche al dLGN e onde di 
attività spontanea è stata affrontata sotto innumerevoli aspetti, senza però riuscire a 
trovare una spiegazione esaustiva (Torborg et al., 2004; Demas et al., 2006; Chalupa, 
2007; Huberman et al., 2008).  
Per affrontare questo problema da una diversa prospettiva, una volta definite le 
caratteristiche della attività spontanea nella retina del ratto, abbiamo cercato un metodo 
che permettesse di bloccare le onde in modo completo e continuo. Dal momento che 
l’insorgenza delle onde di attività spontanea nella prima settimana di vita del ratto, lo 
stesso periodo in cui normalmente si verifica la segregazione nel dLGN, è sotto il controllo 
dell’acetilcolina, abbiamo utilizzato la tossina botulinica 
(BoNT/E), che abbiamo verificato mantenere la propria selettività per i terminali colinergici 
anche nella retina.   
L’azione delle tossine botuliniche nel sistema nervoso periferico è stata ampiamente 
documentata come dimostra il loro impiego nella neurologia clinica per il trattamento di 
alcuni disturbi caratterizzati da ipereccitabilità dei terminali nervosi periferici (Caleo and 
Schiavo, 2009). La sua azione nel sistema nervoso centrale è invece meno conosciuta. 
La rivelazione immunoistochimica per la proteina SNAP-25 processata da BoNT/E 
(SNAP/e) ha permesso di individuare il target cellulare dell’azione della tossina botulinica 
nella retina. BoNT/E agisce al livello delle cellule amacrine colinergiche poste nello strato 
nucleare interno della retina, rendendo inefficace la proteina SNAP-25, essenziale per la 
fusione delle vescicole alla membrana sinaptica, e impedendo di fatto l’insorgenza delle 
onde di attività spontanea. 
L’iniezione intravitreale della tossina botulinica di tipo E (BoNT/E) in ratti neonati altera 
l’attività spontanea eliminando completamente le onde retiniche, mantenendo solamente 
una piccola attività di base, segnale che le cellule ganglionari sono ancora in grado di 
reagire ad eventuali stimolazioni. 
L’effetto della tossina botulinica di tipo E (BoNT/E) si registra fino a P9, ossia fino ad 
un’età in cui la genesi delle onde di attività spontanea è sotto il controllo dell’acetilcolina; 
in età successive, non si registra alcun effetto. Ciò significa che la tossina botulinica è in 
grado di bloccare il rilascio di acetilcolina, impedendo quindi la trasmissione del segnale 
per l’insorgenza delle onde, anche nella retina. Un’unica iniezione di BoNT/E effettuata a 
P3 è in grado di bloccare le onde di attività spontanea fino a P9. 
Retine iniettate a P3 con BoNT/E e registrate a P9 possono presentare due diverse 
risposte; nel 64% dei casi, le onde di attività spontanea sono ricomparse, indice del fatto 
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che sono soggette ad un controllo glutamatergico mentre nel restante 36%, l’attività 
ritmica è ancora assente poiché l’insorgenza delle onde è ancora sotto il controllo 
dell’acetilcolina. 
La reversibilità del blocco delle onde spontanee che si registra nelle retine per età 
successive a P9 non è dovuta ad una perdita di attività di BoNT/E quanto allo sviluppo 
stesso dell’attività retinica. Come detto in precedenza, a questa età si assiste al 
passaggio dal controllo colinergico a quello glutamatergico delle onde di attività 
spontanea; questo cambiamento permette di aggirare il blocco da parte di BoNT/E, la cui 
azione non si manifesta sulle cellule bipolari, responsabili del rilascio del glutammato per 
la genesi delle onde nella fase successiva. Il manifestarsi di onde di attività spontanea 
nonostante la presenza di SNAP/e nelle cellule amacrine colinergiche della retina a P12 
ne è la conferma. 
 
La tossina botulinica di tipo E è quindi in grado di esercitare un blocco continuo e 
reversibile sulle onde di attività spontanea, senza alterare in alcun modo la composizione 
cellulare della retina, sia nel numero di cellule ganglionari (RGC) sia nella stratificazione 
cellulare. Le cellule ganglionari retiniche rimangono vitali e in grado di rispondere a 
qualsiasi stimolazione indotta dall’esterno; la somministrazione locale di KCl 10 mM 
induce una risposta depolarizzante istantanea, con conseguente ingresso di calcio 
all’interno della cellula, e un successivo ritorno allo stato di riposo. 
Inoltre, la reversibilità del blocco è completa in quanto le onde di attività spontanea che 
tornano ad attraversare la retina dopo il blocco da parte di BoNT/E presentano parametri 
simili a retine di controllo o iniettate con il solo veicolo, di pari età. 
 
Questo rende la tossina botulinica di tipo E un ottimo strumento per bloccare le onde 
retiniche di attività spontanea e valutarne l’effetto sulla segregazione delle proiezioni 
retiniche al dLGN. Inoltre, l’uso di BoNT/E permette di definire anche cosa accade alla 
segregazione una volta che le onde di attività spontanea sono ricomparse nella retina, 
senza doversi forzatamente fermare all’analisi delle condizioni del dLGN in assenza delle 
onde stesse. 
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La scomparsa delle onde retiniche di attività spontanea blocca la 
segregazione delle afferenze retiniche al dLGN 
 
In letteratura, la segregazione delle proiezioni retiniche al dLGN è un problema 
notevolmente dibattuto (Chalupa, 2009; Feller, 2009). Il blocco delle onde di attività 
spontanea in seguito all'iniezione binoculare di epibatidina, antagonista dei recettori 
colinergici nicotinici, impedisce la segregazione; inoltre, se l'iniezione è monoculare, 
l'occhio opposto espande i suoi territori d'innervazione nel dLGN a scapito delle proiezioni 
dalla retina iniettata (Penn et al., 1998). Al contrario, la perdita delle cellule amacrine 
colinergiche della retina in seguito ad iniezione di immunotossina, non ha effetti sulla 
segregazione del dLGN (Huberman et al., 2003). Nel topo KO privo della subunità β2 del 
recettore colinergico, la segregazione non si completa (Rossi et al., 2001; Muir-Robinson 
et al., 2002), nonostante siano presenti onde retiniche di attività spontanea, che 
comunque hanno parametri spazio-temporali differenti dalle normali onde colinergiche 
(Sun et al., 2008; Stafford et al., 2009). 
Sostanzialmente, mentre è dimostrato che il blocco dell’attività elettrica delle cellule 
ganglionari retiniche previene la segregazione e che l’interferenza con le proprietà spazio-
temporali delle onde retiniche può causarne il blocco, non è ancora chiaro il ruolo svolto 
dall’attività spontanea in questo fenomeno. 
Normalmente, la segregazione delle proiezioni retinogenicolate ha inizio a P3 e si 
completa in circa sei giorni.  
Il blocco delle onde di attività spontanea dopo iniezione di BoNT/E nella retina a P3 è in 
grado di fermare il processo di segregazione; in assenza delle onde nella retina, a P9, le 
regioni del dLGN originate dalle afferenze retiniche mantengono una disposizione simile a 
quella antecedente l’inizio della segregazione. 
I risultati ottenuti confermano l’importanza delle onde retiniche di attività spontanea nella 
segregazione delle proiezioni retinogenicolate, come già descritto in precedenza nel topo 
(Rossi et al., 2001) e nel furetto (Penn et al., 1998); in questi modelli animali, ripetute 
iniezioni di epibatidina, antagonista dei recettori colinergici, sono in grado di bloccare le 
onde impedendo la segregazione delle proiezioni retiniche nel dLGN.  
Come negli altri modelli animali, l’assenza delle onde di attività spontanea blocca la 
segregazione delle proiezioni retiniche al dLGN, ma Il contributo maggiore apportato 
dall’utilizzo di BoNT/E è la possibilità di effettuare una sola iniezione e ottenere un blocco 
continuo delle onde spontanee per 6 giorni. 
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La ricomparsa delle onde retiniche di attività spontanea induce 
un veloce recupero della segregazione delle proiezioni 
retinogenicolate 
 
L’importanza del metodo che abbiamo definito risiede nel fatto che le retine perdono 
solamente le onde di attività spontanea, recuperate comunque a partire da P9, senza 
subire evidenti alterazioni di tipo istologico. Inoltre, il recupero suddetto ci ha permesso di 
analizzare anche cosa accade alle proiezioni retiniche al dLGN una volta che le onde di 
attività spontanea ricompaiono nella retina. 
La registrazione dell’attività spontanea retinica e l’analisi dei relativi dLGN a P9 dopo 
iniezione con BoNT/E a P3 ha portato due diversi risultati. In 9 casi su 24, entrambe le 
retine non presentavano alcuna onda di attività spontanea; nei restanti casi, entrambe le 
retine erano attraversate da onde ritmiche. 
L’analisi dei livelli di segregazione delle proiezioni retiniche nel dLGN ha mostrato due 
risultati differenti che rispecchiano l’attività ritmica della retina. I genicolati di animali le cui 
retine sono ancora prive delle onde, hanno mantenuto valori di segregazione confrontabili 
con quelli a P3; al contrario, nei genicolati di animali con retine che hanno recuperato le 
onde di attività spontanea, la segregazione sta procedendo o ha già raggiunto il massimo 
grado. 
 
Questo risultato dimostra che il blocco delle onde di attività spontanea in seguito 
all’iniezione di BoNT/E impedisce la segregazione delle proiezioni retiniche al dLGN, ma il 
recupero dell’attività ritmica è in grado di far ripartire il processo, rendendone possibile il 
completamento in breve tempo, anziché in 6 giorni come avviene negli animali di 
controllo. 
 
Una simulazione Monte Carlo e la presenza della marcatura di SNAP/e nelle cellule 
amacrine colinergiche in tutte le retine BoNT/E-ω (iniettate con la tossina botulinica che 
hanno recuperato le onde di attività spontanea a P9) testate ci permette di escludere 
questa possibilità che avrebbe reso nullo il blocco delle onde nei giorni tra P3 e P9, 
alterando la risposta nel dLGN. La bassa probabilità di fallimenti può essere derivata dalla 
capacità di BoNT/E di bloccare la neurotrasmissione anche in dosi molto basse (Simpson 
and Dasgupta, 1983), rendendo la riuscita dell’esperimento largamente indipendente dal 
volume di tossina iniettata. 
Inoltre, il recupero della segregazione dopo il blocco delle onde retiniche è completo, 
infatti, le regioni innervate dalle proiezioni delle retine ipsilaterale e controlaterale, e la loro 
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sovrapposizione, non mostrano differenze tra controlli e iniettati BoNT/E a P12; in 
entrambi i casi avviene quindi il consolidamento della disposizione delle regioni. 
 
I risultati ottenuti dimostrano che la segregazione non avviene in assenza delle onde di 
attività spontanea nella retina e che il loro ritorno è sufficiente ad innescare il processo e a 
completarlo rapidamente. Le onde spontanee nella retina sono quindi necessarie perchè 
la segregazione delle proiezioni retiniche al dLGN si verifichi.  
La velocità con cui avviene il recupero della segregazione indica che l’assenza delle onde 
retiniche ha impedito tale processo, ma che la maturazione del dLGN è avvenuta 
comunque; grazie a ciò, si verificano le condizioni per cui anche un breve intervallo di 
attività spontanea retinica è in grado di avviare e portare a compimento la segregazione 
delle proiezioni retinogenicolate. Questo suggerisce però che debbano verificarsi altre 
condizioni necessarie, che maturano anche in assenza delle onde retiniche, grazie alle 
quali può avvenire questo processo. Questa ipotesi è coerente con la scoperta che i 
gradienti delle molecole di guida assonale come le efrine-A, che determinano la 
formazione dei domini occhio-specifici nel dLGN, maturano indipendentemente dall’attività 
retinica (Pfeiffenberger et al., 2005).  
 
La segregazione delle proiezioni retinogenicolate nel dLGN 
dipende dalla frequenza delle onde di attività spontanea 
 
I valori delle regioni del dLGN innervate da proiezioni della retina ipsilaterale o da quella 
controlaterale, e nella regione di sovrapposizione presentano una certa variabilità negli 
animali che hanno recuperato le onde di attività spontanea. Dal momento che questa 
variabilità si manifesta anche in alcuni parametri delle onde stesse, ci siamo chiesti se 
sussista una relazione tra questi e la segregazione delle proiezioni nel dLGN. 
L’analisi di correlazione mostra una dipendenza tra frequenza delle onde retiniche e grado 
di segregazione nel dLGN; tale correlazione è assente invece per area e velocità delle 
onde. 
I risultati ottenuti dimostrano che la dimensione delle regioni del dLGN, ipsilaterale, 
controlaterale e di sovrapposizione, originate dalle proiezioni dei due occhi, dipendono in 
modo lineare dalla frequenza delle onde della retina dalla quale si originano e non 
dipendono in alcun modo dall’altro occhio. La regione di sovrapposizione delle proiezioni 
conferma questa ipotesi poichè i valori di correlazione con la frequenza, sebbene 
differenti, sono significativi per entrambe le retine, ipsilaterale e controlaterale, 
provvedendo entrambe alla sua formazione.   
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Esperimenti precedenti avevano dimostrato l’esistenza di una competizione per la 
segregazione delle proiezioni nel dLGN basata sull’attività elettrica dei due occhi; la 
frequenza delle onde veniva aumentata o diminuita nell’arco di più giorni in uno dei due 
occhi, tramite iniezioni sequenziali di stimolatori o inibitori dell’attività spontanea, per 
valutare l’effetto che questo sbilanciamento avrebbe avuto sulla segregazione (Penn et 
al., 1998; Stellwagen and Shatz, 2002). L’utilizzo della tossina botulinica di tipo E ha 
permesso invece di bloccare l’attività spontanea in entrambi gli occhi per lo stesso periodo 
di tempo, con una sola iniezione e in modo continuo. Basandoci solamente sulle 
differenze tra le frequenze delle onde che ricompaiono nei due occhi a P9, abbiamo 
ottenuto una stretta correlazione tra queste e la segregazione nel dLGN. Nonostante le 
frequenze delle onde nei due occhi non siano correlate, la segregazione si conclude 
normalmente dimostrando che tale processo è in grado di tollerare sbilanciamenti 
temporanei della attività spontanea retinica che, invece, risultano problematici se 
prolungati nel tempo.    
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CONCLUSIONI 
 
Le onde di attività spontanea rivestono un importante ruolo nello sviluppo della retina del 
ratto e delle sue connessioni ai centri visivi superiori. La variazione dei parametri di 
frequenza, velocità e area segue un andamento ben definito nel tempo, dipendente 
dall’età. 
 
La tossina botulinica di tipo E (BoNT/E) è in grado di bloccare in modo continuo, ma per 
un intervallo costante e definito di tempo, le onde di attività spontanea, esercitando la sua 
azione nelle cellule amacrine colinergiche della retina, senza però alterarne altre 
caratteristiche.  
 
Il blocco delle onde di attività spontanea dopo iniezione di BoNT/E nella retina induce 
l’arresto del processo di segregazione dalle proiezioni retiniche al dLGN. Quando le onde 
ricompaiono nella retina, la segregazione si conclude normalmente.  
 
La correlazione lineare della segregazione nel dLGN dalla frequenza delle onde retiniche 
di attività spontanea è la dimostrazione dell’importanza che esse rivestono in questo 
processo. 
La correlazione delle dimensioni delle proiezioni retinogenicolate con la frequenza delle 
onde ritmiche della retina dalla quale si originano è la conferma dell’importanza 
dell’attività spontanea nella segregazione in quanto si mette in stretta relazione i domini 
occhio-specifici del dLGN con l’occhio dal quale provengono le fibre che li innervano. 
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